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Nach der Anwendung biotechnischer Verfahren in der Rinderzucht, wie der in 
vitro-Produktion von Embryonen (IVP) oder des somatischen Nukleustransfers 
(SCNT), wurden seit deren Einführung gehäuft abnormale Graviditäten beobachtet. 
Farin et al. (2006) gaben dem hierbei auftretenden breiten Spektrum fetaler 
Anomalien die Bezeichnung „Abnormal Offspring Syndrome“ (AOS). Eines der 
beeindruckendsten Erscheinungsbilder des AOS ist der zum Teil deutlich 
ausgeprägte fetale Überwuchs, weshalb in der Vergangenheit auch synonym die 
Begriffe „Large Offspring Syndrome“ (LOS) bzw. „Large Calf Syndrome“ verwendet 
wurden (Walker et al, 1996; Young et al, 1998). Mit dem LOS sind häufig 
pathologische Veränderungen an der Plazenta assoziiert, die teilweise dem fetalen 
Überwuchs vorausgehen. Daher schlugen Constant et al. (2006) die Bezeichnung 
„Large Placenta Syndrome“ (LPS) vor. 
Die Pathogenese des AOS, LOS oder LPS ist noch weitgehend unklar. 
Ergebnisse von Untersuchungen zu diesem Thema lassen jedoch erkennen, dass 
die Störung epigenetischer Mechanismen in der frühen Embryonalphase eine 
wichtige Rolle spielt (Farin und Farin, 1995). Gegenstand der bisherigen Forschung 
waren daher vorwiegend epigenetische Veränderungen bzw. deren Auswirkungen 
auf Genexpressionsmuster, wobei die Blastozyste bzw. der eigentlichen Fetus im 
Vordergrund standen. Veränderungen im Bereich der Plazenta fanden bisher 
vergleichsweise geringe Beachtung. Makroskopische und histopathologische 
Untersuchungen von Constant et al. (2006) an Graviditäten aus somatischem 
Nukleustransfer legen jedoch einen kausalen Zusammenhang zwischen 
Plazentaaberrationen und fetalem Überwuchs nahe.  
Um die Ätiologie und Pathogenese LOS-assoziierter Plazentaaberrationen 
weiter aufzuklären, wurden in der vorliegenden Arbeit vergleichende Untersuchungen 
an Rinderplazentomen aus Graviditäten mit bzw. ohne fetalen Überwuchs 
durchgeführt. Als Untersuchungsgegenstand wurde ein Wachstumsfaktorensystem 
gewählt, welches für die embryonale und fetale Entwicklung sehr bedeutsam ist 
(Fowden, 2003): das Insulin-like Growth Factor (IGF) System. Weiterhin war 
2 Einleitung  
aufgrund von Studien an Feten auf epigenetischer Ebene das LOS mit Störungen in 
der Expression des IGF-Systems in Verbindung gebracht worden (Hiendleder et al., 
2004a; 2004 b). 
Primäres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels Real-Time RT-PCR 
quantitativ auf Unterschiede in der Expression des IGF-Systems zwischen 
Plazentomen aus LOS- und normalen Graviditäten zu untersuchen. Im Vorfeld zu 
diesen Studien wurden Expressionsprofile des IGF-Systems auf mRNA-Ebene 
erstellt, da bisher kaum Informationen zum Vorkommen und zur möglichen 
Bedeutung des IGF-Systems in Rinderplazentomen vorlagen. Für die Liganden und 
Rezeptoren des IGF-Systems wurde zusätzlich eine Detektion auf Protein-Ebene 
mittels Immunhistologie durchgeführt. 
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2. LITERATURÜBERSICHT  
 
2.1.  Rinderplazenta 
2.1.1. Klassifizierung 
Die Plazenta besteht allgemein aus einem fetalem (pars fetalis) und einem 
maternalen (pars uterina) Anteil und bildet ein temporäres Organ, welches für die 
Dauer einer Trächtigkeit Bestand hat. Neben dem für den Konzeptus 
lebenswichtigen Stoffaustausch mit der Mutter durch ein verzweigtes Gefäßsystem 
(Mossman, 1937; Steven 1975) ist die Plazenta als Syntheseort wichtiger 
Regelfaktoren bzw. Hormone bekannt, die die Gravidität erhalten (Hoffmann, 1994; 
Dantzer und Leiser, 1998; Hoffmann und Schuler, 2002; Schuler et al., 2002; 2005).  
Aufgrund der Beteilung fetaler Strukturen am Aufbau beschreiben Leiser und 
Kaufmann (1994) die Plazenta der Wiederkäuer, wie auch die der meisten anderen 
Säugetiere, als allantochorialen Typ. Die pars fetalis der Plazenta löst sich 
physiologischerweise vollständig nach der Geburt aus den Karunkelkrypten, ohne 
dass es zu einem nennenswerten Verlust maternalen Gewebes kommt. Das Rind 
besitzt somit eine sogenannte adeziduate Plazenta, Semiplazenta oder Halbplazenta 
(Strahl, 1906), hier kommt es zu einer Aneinanderlagerung von Chorion und 
Uterusmucosa ohne Reduktion der Mucosa (Grosser, 1909, 1927). Die intensive 
Kontaktaufnahme mit Verzahnung von fetalem und maternalem Gewebe der 
Plazenta ist bei den Wiederkäuern nicht kontinuierlich über die gesamte 
Plazentaoberfläche ausgebildet, sondern auf multiple diskrete Bezirke begrenzt. 
Daher ergänzt Grosser (1909) die Bezeichnung in Semiplacenta multiplex sive 
cotyledonaria. Er bezeichnet den Anteil chorionalen Ursprungs der feto-maternalen 
Verbindungsstrukturen als Kotyledone und beschreibt sie als inselförmige, isolierte 
auf dem glatten Chorion stehende Zottengruppe, welche in die von der Mutter 
stammende Karunkel, abgeleitet von Carunculae (Strahl, 1906), einwachsen. Diese 
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Abb. 2.1: Makroskopischer Querschnitt durch ein Rinderplazentom, etwa 140. 
Tag der Gravidität. Links Fotografie, rechts Schemazeichnung mit Ausschnitt. KO = 
Kotyledone; KA = Karunkel; KS = Karunkelstiel; B = maternales Blutgefäß; I, II und III 
= Primär-, Sekundär- und Tertiärzotte (nach Rüsse, 1998; modifiziert). 
 
In der Theorie ist die Plazentaschranke aus maximal sechs Schichten 
aufgebaut, welche auf der maternalen Seite aus Endothel der Kapillaren, 
Bindegewebe und Epithel (Karunkelepithel) bestehen. Ihnen gegenüber findet man 
auf der fetalen Seite Trophoblast, Bindegewebe und fetales Endothel. In 
Abhängigkeit von der Spezies kann es je nach Invasivität des Trophoblasten zu einer 
unterschiedlich ausgeprägten Reduktion der Gewebeschichten auf der maternalen 
Seite kommen. Eine entsprechende schematische Einteilung der Plazenta nach 
trennenden Schichten wurde von Grosser (1927) erstellt. Er verwendet für die 
Wiederkäuer den Begriff Placenta syndesmochorialis, weil bei Hirsch und Schaf 
ausgedehnte Epithelzerstörungen im oberflächlichen Teil der Krypten zu finden sind, 
wodurch das Chorionepithel mit dem maternalen Bindegewebe Kontakt aufnimmt 
(Strahl, 1906). In den Rinderplazentomen konnten derartige Abbauvorgänge im 
Bereich der Karunkel in der frühen und mittleren Gravidität kaum gefunden werden, 
so dass man die Rinderplazenta als epitheliochorial klassifiziert (Björkman, 1954; 
Björkman and Bloom, 1957). Diese Erkenntnis wurde auch durch 
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elektronenmikroskopische Studien bestätigt (Leiser und Kaufmann, 1994; Dantzer 
und Leiser, 1998). Schoon (1989) fand allerdings in der Spätphase der Gravidität 
auch beim Rind einen fortschreitenden Abbau des Karunkelepithels, wodurch es 
nach seiner Ansicht zur Wandlung einer ursprünglichen Placenta epitheliochorialis zu 
einer Placenta syndesmochorialis komme. Hingegen fand Sobiraj (1992) zum 
Zeitpunkt der Geburt einen Verlust des Karunkelepithels nur in oberflächlichen 
Bereichen von Primärkrypten, wobei es sich seiner Meinung nach auch um einen 
präparationsbedingten Artefakt handeln könnte. Er lehnte daher die Bezeichnung 
Placenta syndesmochorialis für die Plazenta des Rindes ab. 
 
2.1.2. Makroskopischer und mikroskopischer Aufbau  
Die Plazenta besteht beim Rind physiologischerweise aus 70–180 
Plazentomen (Grosser, 1909, 1927; Björkman 1954), so dass Andresen (1927) die 
Rinder den Polykotyledontophoren, im Gegensatz zu den Oligokotyledontophoren 
wie Reh mit 3-5 oder Hirsch mit 10-12 Plazentomen (Strahl, 1906; Grosser, 1909, 
1927; Björkman 1954), zuordnet. Die Karunkeln sind in beiden Uterushörnern jeweils 
symmetrisch in Reihen angeordnet. Im Uterus des Rindes finden sich in den 
Hornspitzen in zwei, in der Mitte in drei und in Richtung Corpus uteri in vier Reihen 
(Björkman 1954). Die Karunkeln werden bereits in der Fetalphase angelegt und 
ausgebildet, sie können im fetalen (4.-5. Monat) und später auch im juvenilen Uterus 
als Schleimhautverdickung erkannt werden (Grosser, 1909, 1927; Atkinson et al. 
1984). Da die Karunkeln als maternale Grundlage für die Plazentome dienen, findet 
sich eine entsprechende Verteilung der Kotyledonen im Allantochorion, dabei sind 
Plazentomdurchmesser und -anzahl im fruchttragenden Horn deutlich größer als im 
nicht-fruchttragenden Uterushorn (Björkman 1954).  
Leiser (1975) zeigt einen detaillierten Ablauf über die frühe 
Implantationsphase des Rindes auf. Am 22. Tag post inseminationem (p.i.) konnten 
alle Implantationsvorgänge (Vorkontakt-, Appositions-, Adhäsions- und eigentliches 
Implantationsstadium) nebeneinander betrachtet werden. Hierbei zeigten 
embryoferne Bereiche „frühere“ Implantationsvorgänge als embryonahe, in denen die 
Implantation zu diesem Zeitpunkt bereits weiter fortgeschritten war. Der Trophoblast 
ist am 22. Tag p.i. dem Epithel der Uterushornspitzen nur angelagert, dieses 
bezeichnet Leiser (1975) als Vorkontaktstadium. Der „freie“ Trophoblast und das 
Uterusepithel sind morphologisch nicht verbunden und eine eindeutige Trennlinie ist 
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zu erkennen. Das Appositionsstadium ist gekennzeichnet durch eine unregelmäßige 
Kontaktzone und zeigt demnach eine beginnende engere embryo-maternale 
Verbindung, welche bis in die Drüsenmündungen des Endometriums hinein 
erkennbar ist. Im Bereich des Embryos kann man am 22. Tag p.i. Uterusepithel und 
Trophoblast makroskopisch nur undeutlich voneinander abgrenzen, dieses 
bezeichnet man als Adhäsionsstadium. Im Gewebeschnitt hat sich die Kontaktzone 
zwischen fetalem und maternalem Gewebe verbreitert und es kommt zu diesem 
Stadium der Implantation zu einer Interdigitation des fetalen und maternalen Epithels. 
Das Endometrium zeigt bei manueller Ablösung des Chorions eine Aufrauung an 
dieser Stelle, was mit einer abgeschlossenen Implantation an dieser Position 
gleichzusetzen ist. Björkman (1954) verweist auf fragile Zusammenhänge zwischen 
dem Uterusepithel und Trophoblast am 33. Tag post ovulationem und bezeichnet sie 
schon als Plazentome. Zwischen dem 80. und 95. Tag der Gravidität ist die 
Plazentation weitgehend abgeschlossen, das Plazentom besitzt eine konvexe, 
pilzartige Form, in den weiteren Trächtigkeitstagen kommt es im Wesentlichen nur 
noch zur Größenzunahme (Grosser, 1909, 1927; Björkman 1954). Zu diesem 
Zeitpunkt ist die Karunkel komplett von der Kotyledone umwachsen, und sie setzt 
sich vom restlichen Uterus durch einen Karunkelstiel, bestehend aus Stratum 
spongiosum des Uterusepithels, ab (Björkman, 1954). Kotyledone und Karunkel sind 
komplementär interdigitierend ineinander verwachsen. Einem fetalen Zottenbaum 
aus Primär-, Sekundär- und Tertiärzotten steht auf maternaler Seite ein 
korrespondierendes Kryptensystem gegenüber. Durch diese 
Oberflächenvergrößerung ist ein intensiver Stoffaustausch zwischen Fetus und 
Mutter gewährleistet (Strahl, 1906; Grosser, 1909, 1927; Leiser, 1975). 
Mikroskopisch können im einschichtigen Chorionepithel des Rindes zwei 
unterschiedliche Zellpopulationen dargestellt werden (Björkman, 1954; Leiser, 1975; 
Wooding und Wathes 1980). Dies sind zum einen die uninukleären Trophoblastzellen 
(einkernig, polarisiert, basalmembranständig) und die Trophoblastriesenzellen (meist 
zweikernig, gelegentlich kommt auch nur ein Kern bzw. mehere Kerne vor, nicht 
polarisiert), welche auch als Trophoblast Giant Cells, Diplokaryozyten oder 
Binucleated Cells bezeichnet werden (Klisch et al., 1999). Der zweite Zelltyp ist 
schon sehr früh zu Beginn der Plazentation zu finden (Leiser, 1975) und ist 
charakteristisch für viele Wiederkäuer. Die Trophoblastriesenzellen entstehen i.d.R. 
durch zwei azytokinetische Mitosen plus eine weitere S-Phase und weisen danach 
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meist einen DNA-Gehalt von 2x (4n; 8C) auf (Wooding, 1982; Klisch et al., 1999). Die 
charakteristischen glykoproteinhaltigen Granula signalisieren eine mature Zelle 
(Wimsatt, 1951). 
 
Die Trophoblastriesenzellen haben im Gegensatz zu den uninukleären 
Trophoblastzellen vermutlich keine adsorptive Funktion, da kein Mikrovillisaum und 
keine speziellen entsprechenden Strukturen vorhanden sind, die eine solche erfüllen 
könnten. Vielmehr produzieren sie eine Vielzahl von Botenstoffen (Wooding, 1992). 
Trophoblastriesenzellen der Wiederkäuer haben die Fähigkeit, aus dem fetalen 
Kompartiment in das maternale zu migrieren und mit dem Karunkelepithel zu 
fusionieren. Durch diese Zellmigration wird ein feto-maternales Synzytium gebildet, 
dieses beobachtet man beim Rind vor allem unmittelbar nach dem Beginn der 
Plazentation. Im weiteren Verlauf der Gravidität kommt es beim Rind durch die 
Verschmelzung einer Trophoblastriesenzelle mit jeweils einer Karunkelepithelzelle im 
Wesentlichen nur zur Ausbildung von dreikernigen Hybridzellen, während bei Schaf 
und Ziege ausgedehnte feto-maternale Synzytien mit zahlreichen Kernen bis zur 
Geburt beobachtet werden (Wooding und Wathes, 1980; Wooding, 1992). Dennoch 
wird auch beim Rind in der neueren Literatur die Plazentation als synepithelial 
bezeichnet (Dantzer und Leiser, 1998). Die Granula einer reifen 
Trophoblastriesenzelle werden auf der maternalen Seite nach der Fusion entlassen 
und die Hybridzellen gehen nach der Sezernierung in den maternalen Kreislauf 
zugrunde (Björkman, 1968; Wooding und Wathes, 1980). Diesem Zelluntergang der 
Trophoblastriesenzellen liegt eine Apoptose zugrunde (Schuler et al., 2000).  
 
 
2.2.  Insulin-like Growth Factor (IGF) System und seine Bedeutung 
für plazentares Wachstum und Differenzierung 
Das Insulin-like Growth Factor (IGF)-System setzt sich aus zwei Liganden 
(IGF1 und IGF2; Baker et al., 1993), zwei Rezeptoren (IGF1-R und IGF2-R; Baker et 
al., 1993; Lau et al. 1994) und spezifischen Bindungsproteinen (IGFBP; Rechler, 
1993; Jones und Clemmons, 1995; Clemmons, 1997; Rosenfeld; 1998) zusammen. 
In den folgenden Abschnitten sollen diese Elemente näher beschrieben werden.
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2.2.1. Liganden des IGF-Systems 
Die Insulin-like Growth Factors (IGF1 und IGF2) sind Polypeptide mit einer 
Größe von etwa 7 kDa und einer sehr großen strukturellen Gemeinsamkeit mit 
Proinsulin (Han und Carter, 2000; Baker et al. 1993). Beide Faktoren können die 
Glukoseaufnahme in Fett- und Muskelzellen stimulieren (Rinderknecht und Humbel, 
1978) und haben einen regulatorischen Einfluss auf Metabolismus, Mitoserate und 
Steuerung des fetalen und plazentaren Wachstums mit antiapoptotischer Wirkung 
(Abb. 2.2; Jones und Carter, 1995; De Meyts und Whittaker, 2002). Sie sind 
regulatorische Faktoren im Zellzyklus, die die fetale DNA-Replikation und 
Zellproliferation fördern sowie antiapoptotische Wirkung besitzen, was an Embryonen 
und fetalen Zelllinien in vitro gezeigt werden konnte (Han und Fowden, 1994; 
Gardner et al., 1999). IGF2 ist für das embryonale, fetale und plazentare Wachstum 
bedeutsamer als IGF1, so entdeckten Liu et al. (1991) und Baker et al. (1993) bei der 
Maus eine Entwicklungsstörung der Plazenta bei Abwesenheit von IGF2, jedoch 
nicht beim Fehlen von IGF1. IGF2-Knockout-Mäuse besitzen eine deutlich kleinere 
Plazenta als der Wildtyp. Abu-Amero et al. (1998) verglichen die IGF- bzw. IGF-R-
Expression in Plazenten aus normalen Schwangerschaften mit der Expression in 
Plazenten intrauterin wachstumsretardardierter Kinder (Intrauterine Growth 
Retardation/Restriction, IUGR) und fanden signifikant höhere IGF2- und IGF1-R-
mRNA-Konzentrationen im Fall einer intrauterinen Wachstumsretardation. Sie 
interpretierten diesen Befund als Ausdruck einer Gegenreaktion auf den 
Minderwuchs. 
 Salmon und Daughaday formulierten 1957 die „Somatomedinhypothese“, 
nach der Wachsturmshormon (GH) nicht direkt das Wachstum des Organismus 
fördert, sondern IGF1, welches GH-abhängig in der Leber produziert wird. Dieses 
IGF1 wirkt in diesem Zusammenhang als endokriner Wachstumsfaktor. Diese 
ursprüngliche Hypothese wurde mehrfach modifiziert und ergänzt. IGF1 wird nicht 
nur in der Leber, sondern auch in zahlreichen anderen Organen exprimiert (Isaksson 
et al., 1982; LeRoith et al., 2001). Isaksson et al. (1982) bezeichneten IGF1 aus der 
Leber als einen endokrinen und in den anderen Organen als auto- bzw. parakrinen 
Wachstumsfaktor. Versuche mit leberspezifischen Knock-out-Mäusen zeigten, dass 
in der Leber exprimiertes IGF1 nicht für das Wachstum alleine verantwortlich ist, 
jedoch einen bedeutenden Einfluss auf die Serum-IGF1-Konzentration hat. Die 
Größe zwischen Wildtyp und Knock-out war nicht zu unterscheiden (Sjorgen et al, 
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1999; Yakar et al., 1999). IGF1 aus der Leber wurde mit diesem Versuch lediglich 
eine stoffwechselkontrollierende Aufgabe zugewiesen. Hoeflich et al. (2004) 
untersuchten an auf Größenwachstum selektierten Mäuselinien die Körpergröße und 
die IGF1-Serumkonzentration. Hier zeigte sich jedoch, dass die Größe mit der 
Serumkonzentration assoziiert ist, was doch auf eine Bedeutung von systemischem 
IGF1 als endokriner Wachstumsfaktor hindeutet.  
 
Während der Gravidität ist systemisches IGF1 des Fetus wichtig für die 
Verteilung der Nährstoffe zwischen Fetus und Plazenta und fördert so das fetale 
Wachstum (Bauer et al., 1998). Der Sauerstoffpartialdruck ist antiproportional und die 
Glukosekonzentration proportional im fetalen Schafblut mit der IGF1-Konzentration 
korreliert (Carr et al., 1995, Fowden, 2003). Beim Schaf klassifiziert man die IGF1-
mRNA in Klasse 1 und Klasse 2, abhängig vom Anfangspunkt der Transkription, 
beginnend bei Exon 1 oder 2. Das gebildete Protein ist nach der Translation aber 
identisch (Gilmour et al., 1994). Klasse 2-IGF1-mRNA wird bei adulten Tieren 
exprimiert, wohingegen im fetalen Organismus zuerst Klasse 1-IGF1-mRNA und 
dann später gegen Ende der Trächtigkeit Klasse-2 IGF1-mRNA gebildet wird (Li et 
al., 1996). Der Hauptsyntheseort von IGF1 im Fetus ist die Leber und die 
Skelettmuskulatur (Yakar, 2002), es wird aber auch in vielen anderen fetalen 
Geweben gebildet (D´Ercole, 1991). In der humanen Plazenta wird IGF1 
hauptsächlich in den ersten beiden Trimestern exprimiert (Mills et al., 1986). 
Bei wiederholten Glukokortikoidgaben an hochgravide Schafe wurde eine 
Unterdrückung der fetalen IGF1-Expression beobachtet, die gewebespezifisch 
ausgeprägt war (Gluckmann und Butler, 1983; Fowden et al., 1996). Auch bei 
praepubertären Mäusen kann man diesen Effekt von Glukokortikoidbehandlungen 
beobachten: die IGF1-Proteinexpression in den Wachstumsfugen der Tibia war 
reduziert und dementsprechend die Körpergröße signifikant kleiner als bei den 
Kontrolltieren (Smink et al., 2003). Bei Schaffeten ist eine bessere Muskelreifung und 
eine daraus resultierende Geburtsgewichtssteigerung durch IGF1 dokumentiert (Lok 
et al., 1996). 
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der IGF1- und IGF2-Wirkungen bei der 
embryonal/fetalen Entwicklung. IGF2 ist entscheidend für die Plazentagröße und 
steigert zusammen mit IGF1 die fetale Nährstoffversorgung und damit das 
Wachstum des Fetus. IGF1, IGF2 = Liganden; IGF1-R, IGF2-R, InsR = Rezeptoren; 
+ = fördernde, - = hemmende Wirkung, ≈ bzw.  = proportionale bzw. 
antiproportionale Abhängigkeit;  = starker,  = schwacher,  = vermuteter 
Einfluss (nach Fowden, 2003; modifiziert). 
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Versuche mit IGF2-Knock-out-Mäusen zeigen bei homozygoten Tieren ein 
Geburtsgewicht von 60% des physiologischen Durchschnitts. Bei eingehenden 
Untersuchungen an heterozygoten Tieren fand man eine unterschiedliche 
funktionelle Bedeutung zwischen dem Allel maternaler und paternaler Herkunft. Ein 
Knock-out des maternalen Allels zeigt keine Wachstumsveränderungen im 
Neonaten, jedoch ist eine Inaktivierung des paternalen Allels mit einer 
Wachstumsretardation, wie bei den homozygoten Knock-outs, verbunden (DeChiara 
et al., 1990,1991). Diese Studien zeigten, dass IGF2 ein „imprinted gene“ ist. Nur das 
paternale Allel wird in Plazenta und in fetalen Geweben exprimiert (Ferguson-Smith 
et al., 1991; Constancia et al., 2002). Eine IGF2-Überexpression führt bei 
Mäusenfeten zu einer Organomegalie, Ödembildung und kardialen Abnormalitäten 
verbunden mit einer deutlich erhöhten Letalität während der Geburt (Lau et al., 1994; 
Louvi et al., 1997). IGF2 kontrolliert das plazentare Angebot und die fetale Aufnahme 
der maternalen Nährstoffe (Constancia et al., 2002). Beide IGFs werden von der 
frühen Embryonalphase an im Embryo exprimiert, in der späten Trächtigkeit ist die 
fetale Serumkonzentration von IGF2 bis um das 10fache höher als die von IGF1, 
dieses wurde in unterschiedlichen Spezies, wie z.B. Rind, Schaf, Schwein, Primaten, 
Ratten und Mäusen, gezeigt (Daughaday et al, 1982; Jones et al., 1987; Gluckman 
et al., 1993; Lee et al, 1993; Owens et al., 1994; Tarantal und Gargosky et al., 1995; 
Holland et al., 1997). Nach der Geburt ändert sich dieses Verhältnis sehr schnell zu 
Gunsten von IGF1. IGF2 besitzt im adulten Organismus unter physiologischen 
Bedingungen nur eine relativ unbedeutende Funktion im Stoffwechsel (Jones und 
Clemmons; 1995). 
IGF2-mRNA besteht bei allen untersuchten Spezies aus 10 Exons, die bei der 
Transkription als eine Prae-Pro-Form ausgebildet wird. Die mature Form von IGF2-
mRNA besteht aus den Exonen 8, 9 und 10. Die anderen Exons sind an der 
Steuerung der gewebespezischen oder entwicklungsrelevanten Expression beteiligt 
(Ohlsen et al., 1994; DeChiara et al., 1991). Ein plazentaspezifisches IGF2-
Transkript in der Maus wurde von Constancia et al. (2002) beschrieben. Die 
Transkription beginnt in der Plazenta am Promotor P0, da die Promoter P1–P4 nicht 
vorhanden sind. Durch In-situ Hybridisierung konnte die mRNA-Expression in 
Trophoblastzellen der Labyrinth-Zone lokalisiert werden.  
Eine besondere Rolle in der Vermittlung von IGF2-Wirkungen spielt der IGF1-
R. Zwar gibt es einen IGF2-R, dieser dient jedoch nicht der Induktion von 
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Signalkaskaden, sondern der Inaktivierung und Eliminierung des Liganden (Kap. 
2.2.2.). In Experimenten wurde mit IGF1-, IGF2- und/oder IGF1-R-Knock-out-Mäusen 
gezeigt, dass IGF2 weitere Rezeptoren nutzt, um einen positiven Wachstumseffekt 
zu erzeugen (Baker et al., 1993; Ludwig et al, 1996). Einer dieser Rezeptoren ist der 
Insulin-Rezeptor (InsR) (Morrione et al., 1997; Louvi et al., 1997). Der InsR ist bei der 
Maus für etwa 40% der IGF2-Aktivität im Geburtszeitraum verantwortlich (Louvi et al., 
1997). 
Störungen der IGF2-Expression spielen eine wichtige Rolle in der 
Pathogenese verschiedener pathologischer Prozesse, z.B. des Beckwith-
Wiedemann Syndroms, des somatischen Überwuchses, des sporadischen Wilms´ 
Tumors und anderer Tumoren (LeRoith et al., 1995; Eggenschwiler et al., 1997; Sun 
et al., 1997; O´Dell und Day, 1998). Hepatozelluläre Karzinomzellen des Menschen 
weisen eine Kolokalisation von IGF2 und dem Proliferationsmarker Ki-67 auf (Sohda 
et al., 1997). 
 
2.2.2. Rezeptoren des IGF-Systems 
Der IGF1-Rezeptor (IGF1-R) und der IGF2-R sind strukturell und funktionell 
sehr unterschiedliche Rezeptoren.  
 
Der IGF1-R gehört zur Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren und ist 
strukturell dem Insulin-Rezeptor (InsR) stark verwandt. Eine 70%ige Homologie zum 
InsR ist bei Mensch, Maus und Ratte vorhanden. Der IGF1-R besteht aus 2 α-
Untereinheiten mit je 130 kDa und 2 ß-Untereinheiten mit je 90 kDa und besitzt 
demnach eine Hetero-Tetramer-Struktur (Kiess et al., 1988; Baker et al, 1993; De 
Meyts et al., 1994; LeRoith et al., 1995; Han und Carter, 2000). 
IGF1-R bindet mit ähnlicher Affinität IGF1 und IGF2 (Germain-Lee et al., 1992; 
Baker et al., 1993), mit einer niedrigeren auch Insulin (Baker et al., 1993). Durch 
Autophosphorylierung des Rezeptors und Phosphorylierung weiterer Substrate 
werden nachgeschaltete Signalkaskaden aktiviert, die das Zellwachstum und die 
Zelldifferenzierung fördern (Schlessinger und Ullrich, 1992). IGF1-R-Knock-out-
Mäuse zeigten ein reduziertes praenatales Wachstum (Liu et al., 1993; Baker et al., 
1993), welches mit einer Muskelhypoplasie und einer verzögerten Ossifikation 
einhergeht (Liu et al., 1993). Ein weiterer Ligand, der am COOH-Terminus des IGF1-
R binden kann, ist Growth Factor Receptor bound Protein-10 (Grb10; Morrino et al., 
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1996). Grb10 ist ein „imprinted gene“ (Lim et al, 2004), das eine negativ regulierende 
Wirkung auf das Insulin-System hat (Wang et al., 2007). In unterschiedlichen Studien 
führten Über- oder Unterexpression des Grb10-Gens zu einer 
Wachstumsverzögerung (Shirura et al., 2005) bzw. einem somatischen Überwuchs 
(Charalambous et al., 2003). 
 
IGF2-R besitzt keine Tyrosinkinaseaktivität. Dieser Rezeptor ist ein Monomer 
und etwa 250 – 300 kDa schwer (Kiess et al., 1988; Han und Carter, 2000; Olson et 
al., 2002). An einer anderen als der IG2-Bindungsstelle bindet dieser Rezeptor 
Mannose-6-Phosphat, so dass er auch als kationenunabhängiger Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor (Man6P-R) bezeichnet wird (Kiess et al., 1988). IGF2-R/Man6P-
R gehört wie der kationenabhängige Mannose-6-Phosphat-Rezeptor zur 
Phosphatlectin-Familie und ist ein Typ I Membran-Glykoprotein (Olson et al., 2002). 
Zu 90-95% ist der IGF2-R/Man6P-R im intrazellulären Kompartiment lokalisiert, 
vornehmlich am Trans-Golgi-Netzwerk und am Endosom. Nur 5-10% befinden sich 
an der Zelloberfläche (Kornfeld, 1992). Die Bindungsaktivität des IGF2-R/Man6P-R 
wird durch Retinolsäure gefördert, die ebenfalls an diesem Rezeptor binden kann 
und einen regulierenden Einfluss auf den Rezeptor hat (Kang et al., 1998). 
IGF2-R bindet mit sehr hoher Affinität IGF2, seine Bindungsfähigkeit für IGF1 
ist um das 100fache geringer (Baker et al., 1993). Die Funktion des IGF2-R ist in 
erster Linie die Reinigung des Plasmas und der Gewebeflüssigkeit von IGF2 (Lau et 
al, 1994), hierdurch wird ein Überangebot von IGF2 verhindert (Nissley et al., 1991). 
IGF2-R transportiert den Liganden zum praelysosomalen Kompartiment. Die 
Rezeptor-Liganden-Bindung wird dort durch den niedrigeren pH-Wert aufgehoben 
(Kornfeld, 1992), der Ligand wird im Lysosom ohne Signalkaskadeninduktion 
degradiert und IGF2-R wandert zur Zellmembran zurück (Kiess et al., 1988, Kang et 
al., 1998; Kornfeld, 1992). Eine IGF2-R-Nullmutation führt zu einem hohen 
Geburtsgewicht, kombiniert mit erhöhter Letalität (Lau et al., 1994). Der IGF2-R hat 
eine bedeutende Rolle in der Zellwachstums-Regulierung während der fetalen 
Entwicklung (Lau et al., 1994; Ludwig et al., 1996). Bei Mäusen mit reduzierter IGF2-
R-Expression wurde eine vierfach höhere IGF2-Konzentration im Serum gemessen 
als beim Wildtyp (Ludwig et al., 1996). Young et al. (2001) fanden bei in vitro 
produzierten bzw. geklonten Schaffeten typische Merkmale einer IGF2-
Überexpression wie Organomegalie und erhöhte Totgeburtenraten. Die IGF2-
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Konzentrationen im fetalen Blut waren gegenüber Feten aus normalen Graviditäten 
tendenziell, jedoch nicht signifikant erhöht. Die Autoren sahen hier einen 
Zusammenhang mit der gleichfalls festgestellten reduzierten IGF2-R-mRNA-
Expression. 
 
2.2.3. Bindungsproteine des IGF-Systems 
Durch die IGF-Bindungsproteine (IGFBP) wird die biologische Verfügbarkeit 
von IGF1 und IGF2 reguliert. Nach Clemmons (1997) gibt es sechs unterschiedliche 
IGFBP. Oh et al. (1996) charakterisierten zusätzlich IGFBP-7, welches auch IGFBP 
related Protein (IGFBPrP)-1 genannt wird, da es eine geringere Affinität für IGF1 und 
IGF2 hat (Hwa et al., 1999), jedoch eine hohe Affinität für Insulin (Yamanaka et al., 
1997). Kim et al. (1997) beschrieben noch weitere Proteine, die eine schwächere 
Affinität zu den IGFs aufweisen, und die von ihnen als IGFBP-8 bis -10 benannt 
werden. Die Größe der Bindungsproteine schwankt zwischen 24 und 36 kDa, nur 
IGFBP-3 ist mit 150 kDa bedeutend schwerer als die anderen (Han und Carter, 
2000). Die IGFBP besitzen eine hoch konservierte N- und C-terminale Domäne und 
variieren in der mittleren Region (Domäne L). N- und C-Domäne weisen einen hohen 
Cytosin-Gehalt auf, wohingegen die L-Domäne relativ wenige Cytosinreste besitzt 
(Hwa et al., 1999). Die IGFBP-1, -3 und -4 binden IGF1 und IGF2 mit gleicher 
Affinität, wohingegen IGFBP-2, -5 und -6 hauptsächlich IGF2 binden (Reynolds et al., 
1997). 
Binden sich die IGFs an die IGFBP, können die Liganden in ihrer Wirkung 
gehemmt oder gefördert werden (Wood, 1995). Durch die Bindung ist die 
Halbwertszeit der Liganden von etwa 10 auf 20 bis 30 Minuten gesteigert (Guler et 
al., 1989). IGFBP in Lösung haben eine deutlich größere Bindungsaffinität für die 
Liganden als der IGF1-R (Wood, 1995). Eine Assoziation der IGFBP zur 
extrazellulären Matrix oder zur Zelloberfläche reduziert die Bindungsvorliebe von 
IGF1 und IGF2 auf ein ähnliches Niveau wie für die Rezeptoren (Wood, 1995). So 
können IGFBP zu einer Aktivitätssteigerung der IGF-Liganden führen, indem sie 
einen lokalen Pool für die Rezeptoren erreichbar halten. Experimente mit genetisch 
modifizierten Mäusezelllinien zeigten in vivo nach physiologischer, partieller oder 
vermehrter Expression von IGFBP-Genen, dass IGFBP effektiv Änderungen in 
anderen Bereichen des IGF-Systems ausgleichen können (Wood, 1995). Neben der 
Expression von Liganden, Rezeptoren und Bindungsproteinen gibt es offensichtlich 
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weitere Mechanismen, über welche die Aktivitäten des IGF-Systems lokal reguliert 
oder moduliert werden können. Die Bindungsfähigkeit der Bindungsproteine für IGF1 
und IGF2 kann durch unterschiedliche Proteasen komplett oder teilweise reduziert 
werden (Wetterau et al., 1999). Davenport et al. (1992) berichten, dass im Serum 
schwangerer Frauen oder tragender Ratten eine Protease enthalten ist, die aus der 
Plazenta stammt und IGFBP-3 spaltet. Eine Protease, die auch IGFBP-4 spaltet, ist 
nach Lawrence et al. (1999) das Pregnancy-associated Plasma Protein A, welches in 
der menschlichen Plazenta produziert wird (Westergaard et al., 1983). 
Glykosylierungs- oder Phosphorylierungsvorgänge können die IGF-Affinität zu den 
Bindungsproteinen ebenfalls ändern, so detektieren Jones et al. (1991) eine 
sechsfach höhere Affinität von IGF1 zum IGFBP-1 nach dessen Phosphorylierung. 
Die Affinitätsänderungen nach Glykosylierung-, Phosphorylierung oder Proteolyse 
bieten eine Erklärung für die zum Teil unterschiedlichen Angaben in der Literatur zur 
Bindungsvorliebe der IGFBP gegenüber IGF1 bzw. IGF2. 
Bei Nagern, Unpaarzehern, Menschen und Affen sind im fetalen Gewebe und 
Serum hauptsächlich IGFBP-1 bis -4 zu finden (Donovan et al., 1989; Lee et al., 
1993; Carr et al, 1995; Kind et al., 1995; Tarantal und Gargosky, 1995; Osorio et al, 
1996). Die Expression ist gewebespezifisch und von dem embryonalen bzw. fetalen 
Entwicklungsstadium abhängig (Donovan et al., 1989; Lee et al., 1993; Carr et al, 
1995; Tarantal und Gargosky, 1995). 
IUGR-Feten bei Meerschweinchen haben eine höhere Konzentration von 
IGFBP-2 und -4 im Plasma bei reduzierten IGFBP-3-Spiegeln (Carter et al., 2005). 
Untersuchungen der mRNA-Konzentrationen zeigten eine signifikant höhere 
Expression der IGFBP-2-mRNA in der Leber von IUGR-Feten, gekoppelt mit einer 
geringeren IGFBP-3-Expression (Carter et al., 2005). Einen kausalen 
Zusammenhang zwischen der IGFBP-2 und -3-Expression beschrieben die Autoren 
nicht. Bei Schafen und Menschen liegt eine positive Korrelation zwischen der IGFBP-
3-Konzentration und dem Geburtsgewicht vor (Kind et al., 1994; Carr et al., 1995), 
wohingegen genetisch modifizierte Mäuse, die eine Überexpression von IGFBP-1 
und -3 zeigen, eine prae- und postnatale Wachstumsretardation haben (Modric et al., 
2001; Silha und Murphy, 2002). Für IGFBP-2 (Hoeflich et al., 1999) und IGFBP-5 
(Salih et al., 2004) führt eine Überexpression zu einem reduzierten Geburtsgewicht 
und einer schlechteren Muskeldifferenzierung. 
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Die Amnionflüssigkeiten normal großer Meerschweinchenfeten weisen 
deutlich niedrigere IGFBP-Konzentrationen auf als solche von Feten mit einer 
Wachstumsretardation (Carter et al., 2005). Geisert et al. (2001) untersuchten an 
frühtragenden Sauen die Rolle von Matrix-Metalloproteinasen für die Proteolyse von 
IGFBP. Die Konzentrationen von IGFBP-2 und -3 in der Uterusflüssigkeit wird durch 
diese Enzymwirkung reduziert und umgekehrt die von IGF1 und IGF2 gesteigert, was 
die embryonale Entwicklung stimuliert. Bilby et al. (2004) zeigen in ihren 
Experimenten, dass IGFBP-3 bei nichttragenden Rindern im Uteruslumen signifikant 
höher exprimiert ist als bei frühtragenden Tieren. 
In späten Trächtigkeitsphasen ist die IGFBP-Expression im Uterus 
speziesübergreifend beeinflusst durch die Ernährungssituation und den 
Hormonstatus des Muttertiers. Diese Faktoren haben in dieser Zeit einen höheren 
Einfluss auf die Expression von IGFBP-1, -2 und -4 und einen geringeren auf IGFBP-
3. Eine Nährstoffunterversorgung des Fetus resultiert in einer Steigerung der fetalen 
IGFBP-1-Konzentration (Straus et al., 1991; Fowden, 2003), umgekehrt führt eine 
erhöhte Glukosekonzentration zu einer IGFBP-1-Reduktion (Osborn et al., 1992). 
Eine erhöhte IGFBP-1-Konzentration findet sich auch bei hypoxischen Schaffeten 
(Iwamoto et al., 1992), dieses bestätigt ebenfalls Chard (1994) in 
humanmedizinischen Studien an Neugeborenen. 
Im Serum adulter Rinder sind ca. 95% von IGF1 und IGF2 an IGFBP-3 
gebunden, welches damit das wichtigste Bindungsprotein ist (Reynolds et al., 1997). 
 
Neben der Bindung von IGF1 und IGF2 können IGFBPs weitere, IGF-
unabhängige Funktionen besitzen, dieses bedeutet ein Wirkungseintritt ohne 
Beteiligung der IGF-Liganden oder Rezeptoren. IGFBP-1 kann über die RGD-
Domäne (bestehend aus Arginin-Glycin-Asparginsäue) mit α5ß1-Integrin interagieren 
(Jones et al., 1995) und dadurch die Zellproliferation beeinflussen (Irving und Lala, 
1995). Eine erhöhte Expression von IGFBP-1 führt zu reduzierten Körper- und 
Organgewichten in transgenen Mäusen, da die Zellproliferation gehemmt wird 
(D´Ercole et al., 1994; Gay et al., 1997). 
Eine gesteigerte Expression von IGFBP-2 findet man vor allem in 
Tumorzellen. Durch IGFBP-2 werden Gene exprimiert, die die Tumorzellinvasion 
steigern (Wang et al., 2003). Eine vermehrte Expression von IGFBP-2 führt zu einem 
verminderten Körpergewicht (Hoeflich et al., 1999), wie bei IGFBP-1 kommt es über 
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die RGD-Domäne zu einer Interaktion mit α5-Integrin (Wang et al., 2006). IGFBP-2 
hat einen negativen Effekt auf das Knochenwachstum (Eckstein et al., 2002). 
Der Transforming Growth Factor beta (TGF-ß)-Rezeptor ist auch ein 
spezifischer Rezeptor für IGFBP-3 (Bushman und Kuemmerle, 1998; Leal et al., 
1999), -4 (Durham et al., 1994) und -5 (Bushman und Kuemmerle, 1998). Alle drei 
IGFBPs haben einen Einfluss auf die Apoptoserate. IGFBP-3 fördert und induziert 
über einen IGF-unabhängigen Mechanismus die Apoptose, wohingegen IGFBP-4 
und -5 hemmend auf diesen Prozess einwirken (Perks et al., 2003). Eine 
Überexpression von IGFBP-4 führt zu einem reduzierten Gewicht mit einem 
gestörten Knochenwachstum (Zhang et al., 2003). Gestörte Knochenmineralisierung 
und Muskelausbildung mit reduziertem Körpergewicht und gesteigerter perinataler 
Mortalität können auf eine Überexpression von IGFBP-5 zurückgeführt werden 
(Devlin et al. 2002; Salih et al., 2004).  
In die Gruppe der Bindungsproteine gehören auch die Insulin-like Growth 
Factor Binding Proteins related Proteins (IGFBPrP), die erstmals von Kim et al. 
(1997) beschrieben wurden. Sie weisen eine strukturelle Homologie zu einer 
Domäne der Bindungsproteine auf, haben aber eine reduzierte Bindungsaffinität für 
die IGFs. Sie binden im Gegensatz zu den IGFBP auch Insulin und können wie die 
IGFBP IGF-unabhängig aktiv sein. Zurzeit gibt es zehn bekannte IGFBPrP (Hwa et 
al., 1999). Über deren Expression und eventuelle Funktion in der Plazenta liegen 
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2.3.  Biotechnologie-assoziierte Veränderungen an Fetus und 
Plazenta beim Rind 
Anmerkung: Die hier in der vorliegenden Arbeit gemachten Angaben beziehen 
sich auf das Rind. Andere angesprochene Spezies werden in dem jeweiligen 
Zusammenhang ausdrücklich erwähnt. 
 
2.3.1. Biotechnologie-assoziierte Veränderungen am Fetus: Large 
Offspring Syndrome (LOS) und Abnormal Offspring Syndrome 
(AOS) 
Kultivierung und Manipulation von Embryonen sind assoziiert mit gehäuftem 
Auftreten von Entwicklungsabnormalitäten bei den resultierenden Feten und 
neugeborenen Kälbern (Willadsen et al., 1991; Keefer et al., 1994; Wilson et al., 
1995; Farin und Farin, 1995; Farin et al., 2006). Unter dem breiten Spektrum der 
auftretenden Anomalitäten wurde gehäuft ein ausgeprägter fetaler Überwuchs 
beobachtet, so dass dieser Phänotyp als „Large Offspring Syndrome“ (LOS) oder als 
„Large Calf Syndrome“ bezeichnet wurde. Beide Begriffe werden synonym 
verwendet (Walker et al., 1996; Young et al., 1998). Bei Embryonen aus dem 
somatischen Nukleustransfer (somatic cell nuclear transfer, SCNT) ist die 
Auftrittswahrscheinlichkeit und Ausprägung fetaler bzw. neonatler Anomalien 
bedeutend größer, als bei in vitro-produzierten (IVP) Embryonen (Willadsen et al., 
1991; Keefer et al., 1994; Wilson et al., 1995; Farin und Farin, 1995; Sinclair et al., 
1995; Walker et al., 1996). Das „Large Offspring Syndrome“ bzw. Biotechnologie-
assoziierte Aberrationen wurde auch bei Schafen (Walker et al., 1992 und 1996, 
Young et al., 1998; Bertolini et al., 2001), Mäusen, Ratten (Fernandez-Gonzalez, 
2004) und Menschen (Wrenzycki et al., 2004) beobachtet, wobei beim Menschen 
eher eine fetale Wachstumsrestriktion als ein Überwuchs auftritt (Abu-Amero et al., 
1988). 
 
Teilweise wurde bei den LOS-Trächtigkeiten eine Verlängerung der 
Graviditätsdauer beobachtet (Walker et al., 1992; Constant et al., 2006), diese ist 
jedoch nicht der alleinige Grund für den fetalen Überwuchs, der sich bereits relativ 
früh während der Fetalphase manifestiert (Hiendleder et al., 2004a, 2004b, 2004c). 
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Kälber aus LOS-Trächtigkeiten haben ein gesteigertes Geburtsgewicht (Walker et al., 
1992; Wilson et al., 1995; Constant et al., 2006), in der Literatur findet man Angaben 
zwischen 44–58,6 kg (Hill et al., 1999) und bis zu 82,6 kg (Wilson et al., 1995). 
Wilson et al. (1995) verglichen Geburtsgewichte von Kälbern getrennt nach 
Geschlecht aus SCNT (n = 418), konventionellen Embryotransfer (MOET, n = 4687) 
und künstlicher Besamung (AI, n = 8925). Hauptsächlich handelte es sich um Kälber 
der Fleischrassen Angus, Brangus und Simbrah. Geburtsgewichte der Kälber aus 
MOET (männlich = 39,3±7,2 kg/weiblich 37,1±5,9 kg) und aus AI (36,8±6,2 
kg/34,6±5,4 kg) lagen deutlich unter denen durch SCNT erzeugter Neonaten 
(49,5±10,5 kg/47,5±10,5 kg). Die SCNT-Kälber waren um ca. 25% schwerer als die 
MOET-Kälber, welche wiederum um ca. 8% schwerer waren als die AI-Kälber. Ein 
überhöhtes Gewicht von Kälbern aus SCNT zum Zeitpunkt der Geburt wurde auch 
von anderen Autoren bestätigt (Chavatte-Palmer et al., 2002; Heyman et al., 2002; 
Miles et al., 2004). Bertolini et al. (2002) fanden ein signifikant höheres 
Geburtsgewicht auch bei IVP-Kälbern (43,2±7,4 kg) im Verhältnis zu den 
Kontrollfeten aus AI (32,5±5,1 kg), entsprechendes gilt für die Scheitel-Steiß-Länge 
(94,8±3,8 cm/81,8±6,6 cm). Demnach können auch die Bedingungen, denen 
Embryonen bei der IVP ausgesetzt sind, zu einem fetalen Überwuchs führen (Young 
et al., 1998; Sinclair et al., 2000; Bertolini und Anderson 2002; Bertolini et al., 2002, 
2004; Lazzari et al., 2002; Hiendleder et al., 2004a, 2004b, 2004c, 2006). 
Kälber mit LOS können multiple Organdefekte aufweisen (Maxfield et al., 
1997; Young et al., 1998). Hill et al. (1999) beschrieben dilatative Kardiomyopathien 
des linken Herzens verbunden mit einer Tachykardie und venösem Bluthochdruck. 
Auch Defizite des Surfactant-Faktors in der Lunge und pulmonale Hypertonie wurden 
beschrieben (Hill et al., 1999). Bei geklonten Lämmern fanden sich Ödembildung am 
ganzen Körper und Hydronephrosen (Wells et al., 1998). Bei Kälbern aus SCNT 
wurden ebenfalls unproportional übergroße Nieren beschrieben (Chavatte-Palmer et 
al., 2002; Heyman et al., 2002). Zahlreiche LOS-Kälber wiesen einen vergrößerten, 
ödematösen Hautnabel auf (Hill et al., 1999, Miglino et al., 2007). 
Weiterhin wurden bei den neugeborenen Kälber im Zusammenhang mit dem 
LOS klinisch-chemisch eine Hypoglykämie, metabolische Azidose (Garry et al., 
1996) sowie eine Hypoxie und pulmonale Hypertonie beobachtet (Garry et al., 1996; 
Hill et al., 1999), die Hill et al. (1999) pathogenetisch auf eine 
Lungenunterentwicklung zurückführen konnten. Die Lungen zeigten ein Defizit im 
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Surfactant-Faktor. Sie beobachteten ferner das Auftreten des NRDS (Neonatal 
Respiratory Distress Syndrome, Neonatales Atemnot Syndrom). In einigen Fällen 
konnte auch eine Hypothermie diagnostiziert werden (Garry et al., 1996), 
wohingegen Chavatte-Palmer et al. (2002) eine Hyperthermie bis zu 41°C ohne 
weitere klinische Symptomatik fanden. 
Walker et al. (1992) und Garry et al. (1996) beobachteten eine Trinkschwäche 
der Kälber und andere postnatale Störungen, wie Hypothermie und neonatale 
Lebensschwäche, welche von Hill et al. (1999) bestätigt wurden. 
In der Adaptationsphase findet man bei LOS-Kälbern eine signifikant höhere 
neonatale Sterblichkeit (Walker et al., 1992), die häufig durch eine Sepsis (Garry et 
al., 1996) oder durch eine Bronchopneumonie (Garry et al., 1996; Hill et al., 1999) 
bedingt ist. Die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Aufzucht von SCNT-Kälbern 
ist deutlich verringert und beträgt nur 50-70% (Heyman et al., 2004) 
Der Phänotyp im Alter von einem Jahr zeigt zwar immer noch signifikante 
Größenunterschiede zwischen den aus SCNT-stammenden Rindern (männlich = 
519,0±52,3 kg/weiblich 429±44,1 kg) im Vergleich zu Tieren, die mittels MOET 
(männlich = 497,4±56,7 kg/weiblich 356,3±39,3 kg) bzw. durch AI (männlich = 
497,0±50,6 kg/weiblich 352,9±35,2 kg) produziert wurden. Der relative 
Größenunterschied zwischen SCNT- und MOET- bzw. AI-Kälbern reduziert sich 
jedoch von ca. 20% zum Zeitpunkt der Geburt auf 5% im Alter von einem Jahr und 
auch die Variabilität des Körpergewichtes verringert sich deutlich (Wilson et al., 
1995). Die täglichen Zunahmen zeigen nach der Geburt keine Gruppenunterschiede 
mehr (Heyman et al., 2004). Hieraus kann geschlossen werden, dass sich das 
Körpergewicht von LOS-Kälbern mit zunehmendem Alter dem von 
normalgewichtigen Kälbern angleicht. 
 
SCNT- und IVP-Embryonen können sich in der Trächtigkeit physiologisch zu 
gesunden Kälbern entwickeln, durch embryonalen Fruchttod/Abort absterben oder im 
weiteren Verlauf der fetalen Entwicklung verschiedene Defekte in unterschiedlicher 
Ausprägung aufweisen (Kruip et al, 1997; Chavatte-Palmer et al., 2002). Diese 
unterschiedlichen phänotypischen Variationen unter dem Begriff „Large Offspring 
Syndrome“ zu vereinigen halten Farin et al. (2001) und Chavatte-Palmer et al. (2002) 
für nicht sinnvoll, zumal der fetale Überwuchs als Leitsymptom in vielen Fällen von 
Biotechnologie-assoziierten Abnormalitäten fehlt. Wegen dieser Heterogenität des 
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Phänotyps empfehlen Farin et al. (2006) das „Large Offspring Syndrome“ als 
„Abnormal Offspring Syndrome“ (AOS) zu bezeichnen. Das von ihnen entwickelte 
Klassifizierungsschema ermöglicht es, die nach IVP oder SCNT auftretenden 
Abnormalitäten nach Schweregrad und Effektivität der Kompensationsmechanismen 
einzuteilen. 
 
Sie definieren dabei vier unterschiedliche Typen (Abb. 2.3) des „Abnormal 
Offspring Syndrome“. 
Dabei zeigt Typ I AOS eine abnormale Entwicklung bereits in der frühen 
Embryogenese vor Abschluss der Organentwicklung, dieses führt zum frühen 
embryonalen Tod bis zum 42. Tag der Trächtigkeit bei Rindern. 
Auch Stice et al. (1996) beschrieben eine gesteigerte Inzidenz von Aborten 
bei geklonten Kälbern bis zum 40. Tag der Trächtigkeit. 
Typ II AOS führt zum fetalen Tod/Abort zwischen der abgeschlossenen 
Organogenese (> 42. Tag) und dem physiologischen Geburtszeitpunkt (ca. 280.-290. 
Tag). Ursache hierfür ist eine unphysiologische Entwicklung der Plazenta und/oder 
des Fetus.  
Entsprechend findet man bei SCNT-Graviditäten eine erhöhte Rate von 
Aborten mit zahlreichen fetalen Veränderungen, z.B. einer Nabelverdickung um das 
zweifache, Anasarka oder kardio-pulmonale Aberrationen an den Feten (Hill et al., 
1999; Chavatte-Palmer et al., 2002). Bei SCNT-Trächtigkeiten von Schafen wurde ab 
dem 30. Tag eine erhöhte Fetenverlustrate mit pathologischen Veränderungen an 
den Nierenbecken der Feten beobachtet (Loi et al., 2006). Eine gesteigerte 
Herzfrequenz konnte bei Rinderfeten aus IVP zwischen dem 44. und 93. 
Trächtigkeitstag im Vergleich zu in vivo erzeugten Feten dargestellt werden (Bertolini 
et al., 2002). Hill et al. (2000) beobachteten, dass über 80% der geklonten Feten 
zwischen dem 30. und 90. Trächtigkeitstag abstarben. Bei IVP und AI Trächtigkeiten 
wurden im entsprechenden Zeitraum keine gesteigerten embryonalen Verluste 
gefunden. Bei den von Hill et al. (2000) untersuchten Aborten waren die Plazenten 
gehäuft rudimentär angelegt und unphysiologisch entwickelt, mit schlechter 
Vaskularisierung, marginaler Entwicklung der Chorioallantois und reduzierter 
Kotyledonenanzahl. In dieser Trächtigkeitsphase spielen Plazentaanomalien gegen 
über Entwicklungsaberrationen des eigentlichen Fetus die bedeutendere Rolle als 
Abortursache (Hill et al., 2000). 
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Abb. 2.3: Klassifizierungssystem für die Entwicklung von Embryonen nach in 
vitro-Produktion (IVP) oder somatischem Nukleustransfer (SCNT) bei Rindern; AOS 
= Abnormal Offspring Syndrome; LOS kennzeichnet nach dieser Klassifizierung die 
AOS-Typen, welche mit einerm fetalen Überwuchs einhergehen (modifiziert nach 
Farin et al., 2006) 
 
Einen geburtsreifen Fetus und/oder Plazenta mit schwerwiegenden 
Entwicklungsanomalien ohne ausreichende kompensatorische Möglichkeit durch 
Fetus und/oder Plazenta bezeichnen Farin et al. (2006) als Typ III AOS. Die Geburt 
kann physiologisch oder gestört verlaufen. Das Kalb zeigt veränderte klinische, 
hämatologische oder biochemische Parameter und verstirbt im geburtsnahen 
Zeitraum oder innerhalb der neonatalen Periode mit morphologischen Abweichungen 
des Phänotyps. 
Beim Typ IV AOS treten nur sehr schwache Veränderungen an der Plazenta 
und/oder dem Kalb auf, welche kompensiert werden können. Die Größe des 
Neonaten ist rassetypisch oder gesteigert, teilweise kann es zu einer Dystokie 
kommen. Zum Zeitpunkt der Geburt können die klinischen, hämatologischen oder 
biochemischen Parameter des Neonaten verändert sein. 
 
Obwohl der Begriff AOS insgesamt dem Phänomen der Biotechnologie-
assoziierten Alterationen eher gerecht wird als andere Bezeichnungen und durch die 
Klassifizierung verschiedener Typen eine plausible Differenzierung der 
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verschiedenen Phänotypen unter Berücksichtigung ihrer mutmaßlichen Pathogenese 
vorgenommen wird, hat sich die von Farin et al. (2006) vorgeschlagene Nomenklatur 
bisher nicht allgemein durchgesetzt. 
 
2.3.2. Biotechnologie-assoziierte Veränderungen an der Plazenta: Large 
Placenta Syndrome (LPS) 
Constant et al. (2006) verglichen mittels SCNT-erzeugten Graviditäten, bei 
denen eine Hydrallantois auftrat, mit Graviditäten aus künstlicher Besamung im 3. 
Trimester der Trächtigkeit. Gemessen zum Zeitpunkt der Geburt wurden die 
Parameter Plazentomanzahl, durchschnittliches Plazentomgewicht, Gesamt-
plazentomgewicht und Fetengewicht. Zusätzlich wurden im Verlauf der SCNT-
Gravidität in regelmäßigen Abständen ultrasonografische Untersuchungen 
durchgeführt und hierbei auf die Dicke der Plazentome und das Vorliegen einer 
klinisch-relevanten Hydrallantois geachtet. Größenzunahme und Aberrationen der 
Plazenta waren bereits vor den Veränderungen im Bereich des eigentlichen Fetus zu 
erkennen. Constant et al. (2006) vermuteten daher, dass die fetalen Alterationen 
zumindest teilweise ihren Ursprung in Plazentaveränderungen haben, und empfahlen 
deswegen das LOS in „Large Placenta Syndrome“ (LPS) umzubenennen. Schon 
früher beobachteten Bertolini und Anderson (2002) einen Zusammenhang zwischen 
Plazentaaberrationen und einem fetalen Überwuchs. Auch bei Lämmern aus SCNT 
werden die Veränderungen der Plazenta als die Hauptursache für eine erhöhte 
Sterblichkeit diskutiert (Loi et al., 2006). 
Das LPS findet sich bei SCNT- und IVP-Graviditäten in unterschiedlicher 
Ausprägung und zeigt damit eine Abhängigkeit von der Art der Biotechnologie-
Methode. Hill et al. (2000) beobachteten schon im ersten Trimester vermehrt 
signifikante Aberrationen in der Plazenta von SCNT- im Vergleich zu Kontroll-
Trächtigkeiten. Alterationen in den Plazentomen aus IVP-Graviditäten fanden 
Bertolini und Anderson (2002) und Bertolini et al. (2002, 2004) allerdings erst in 
fortgeschrittenen Graviditäten und in deutlich schwächerer Form als bei Hill et al. 
(2000) in SCNT-Plazentomen beschrieben. Im Gegensatz dazu fanden Hill et al. 
(2000), Chavatte-Palmer et al. (2002) und Constant et al. (2006) kein LPS bei IVP-
Graviditäten, sie wurden zusammen mit Plazentomen aus AI-Graviditäten als 
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Kontrollgruppen verwendet. Dieses zeigt eine stark variierende Ausprägung 
offensichtlich in Abhängigkeit vom IVP-Protokoll. 
 
 Bei SCNT-Graviditäten beobachteten Hill et al. (2000) schon im ersten 
Trimester mittels Ultrasonografie und nach Schlachtung der Trägertiere Alterationen 
an den Plazentomen. Sie fanden ein breites Spektrum von Veränderungen, welches 
sich von einer Hypoplasie der Chorioallantois über eine reduzierte Anzahl kaum 
sichtbarer Kotyledonen bis hin zu normal ausgeprägter Plazentaentwicklung 
erstreckte, wobei diese allerdings nur in einem geringen Anteil der Fälle auftrat. Sie 
teilten die Plazenten nach dem Schweregrad der Aberrationen in drei Typen ein und 
stellten Beziehungen zum Zeitpunkt des fetalen Todes her: 
 In der ersten Gruppe fanden sich hochgradige Störungen in der Entwicklung 
des Chorions und des Gefäßsystems. Die zugehörigen Feten starben bereits vor 
dem 45. Graviditätstag. Feten der zweiten Gruppe wiesen einen besser entwickelten 
Trophoblasten auf, starben jedoch in der folgenden Phase aufgrund unzureichener 
Ausbildung funktioneller Plazentome ab. Makroskopisch war die embryo-maternale 
Kontaktfläche in dieser Gruppe verkleinert, bei lichtmikroskopischen Untersuchungen 
der Plazentome fanden sich ein in der Höhe reduzierter Trophoblast und eine 
schlechtere Vaskularisierung. Nur die Feten, welche in der Lage waren, funktionelle 
Plazentome in ausreichender Anzahl auszubilden (Gruppe 3), konnten ihre 
Entwicklung über das erste Trimester hinaus fortsetzen. Aus ihren Ergebnissen 
schlossen Hill et al. (2000), dass Störungen der Plazentaentwicklung als Ursache der 
besonders im ersten Trimester auftretenden Verluste von SCNT-Trächtigkeiten eine 
überragende Rolle spielen.  
 Ultrasonografische Untersuchungen im weiteren Verlauf der Gravidität (Tag 
80 bis 240) von Kohan-Ghadr et al. (2008) zeigten, dass zu allen untersuchten 
Trächtigkeitszeitpunkten die Plazentomdurchmesser der SCNT-Graviditäten 
signifikant größer waren als bei den Kontrollen aus MOET und AI. Im letzten 
Trimester der Trächtigkeit zeigten sich die signifikantesten Unterschiede, hier konnte 
zwischen dem 180. und 240. Tag eine signifikante Größenzunahme der SCNT-
Plazentome gefunden werden. In den Kontroll-Plazentomen fand dagegen im 
gleichen Zeitraum keine signifikante Größenzunahme statt, sondern es wurde eine 
Abflachung der Plazentom-Wachstumskurve beobachtet. 
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Wie Hill et al. (1999) beobachteten sind auch am Graviditätsende bzw. unter 
der Geburt charakteristische Plazenta-Aberrationen zu beobachten. Die Anzahl der 
Plazentome bei Trächtigkeiten aus SCNT ist signifikant reduziert, dieses fanden 
Farin und Farin (1995) auch bei IVP-Graviditäten, jedoch ist das 
Durchschnittsgewicht dieser SCNT-Plazentome signifikant höher als bei den 
Kontrollplazentomen aus IVP bzw. AI (Chavatte-Palmer et al., 2002; Constant et al., 
2006). Dieses bezeichnen Constant et al. (2006) als „Placentomegaly“, gleiche 
Beobachtungen konnten DeSousa et al. (2001) auch bei Schafen beschreiben. Keine 
signifikanten Unterschiede im Gesamtgewicht der Plazenta ergeben sich jedoch 
zwischen IVP und AI erzeugten Trächtigkeiten (Bertolini et al., 2002; Constant et al., 
2006). Morphologische Veränderungen konnten aber auch an der Plazenta bei IVP-
Trächtigkeiten gefunden werden (Bertolini und Anderson, 2002; Bertolini et al., 2002, 
2004). Das Plazentomgewicht der IVP-Graviditäten war allerdings nicht höher und 
die Plazentomoberfläche war nahezu identisch mit den AI-Trächtigkeiten, die als 
Kontrollen dienten (Bertolini und Anderson, 2002). Bei getrennter Analyse der beiden 
Uterushörner wurden aber signifikant größere Plazentomdiameter und -oberflächen 
im fruchttragenden Horn der IVP-Graviditäten zum Zeitpunkt der Geburt gegenüber 
den Kontrollplazentomen aus AI-Graviditäten gemessen (Bertolini et al., 2002). Die 
Plazenten von SCNT-Graviditäten zeigen häufig eine Hydrallantois (bis zu 150 l 
Flüssigkeit in der Chorionallantoisblase) bzw. ein Hydramnion (ungefähr 20 l 
Flüssigkeit im Amnionsack) mit oder ohne Ödem (Hill et al., 1999, 2001). In 
Schafplazenten von SCNT-Trächtigkeiten konnte ebenfalls gehäuft eine 
Hydrallantois diagnostiziert werden, das Volumen der Allantoisflüssigkeit betrug zum 
Teil das zehnfache des normalen Volumens (Loi et al., 2006). Hasler et al. (1995) 
und van Wagtendonk-de Leeuw et al. (1998, 2000) konnten in ihren Studien an IVP-
Graviditäten ebenfalls ein vermehrtes Auftreten von Hydrallantois beobachten und 
fanden bei den Kälbern LOS-typische Aberrationen. Die Ödembildung (Dicke > 1,0 
cm) zeigte sich vor allem im interkotyledonären Bereich der Chorionallantois als auch 
im Amnion (Hill et al., 1999, 2001; Chavatte-Palmer et al., 2002, Miglino et al, 2007; 
Kohan-Ghadr et al., 2008). Hill et al. (1999) konnten einen Zusammenhang zwischen 
dem Plazentaödem und dem Lungenhochdruck der neugeborenen Kälber 
entdecken. Miglino et al. (2007) beschrieben bei SCNT-Graviditäten Plazentaödeme 
mit Ödembildung bis in die Nabelwand der Neonaten hinein. Kohan-Ghadr et al. 
(2008) fanden einen größeren Nabeldurchmesser mit Ödembildung durch 
26 Literaturübersicht  
ultrasonografische Untersuchungen schon ab dem 120. Graviditätstag bei SCNT-
Feten. Auch bei IVP-Graviditäten ist die Ausbildung von Ödemen in der Plazenta 
beschrieben, hier ist die Inzidenz allerdings stark variierend (Bertolini und Anderson, 
2002). Histologisch ist bei den LPS-Plazentomen der charakteristische Aufbau eines 
Rinderplazentoms zu erkennen (Constant et al., 2006; Miglino et al., 2007), das 
Verzweigungsmuster der Zotten in den Krypten ist jedoch verändert (Miglino et al., 
2007). Die Zotten und das Chorion der Kotyledonen zeigen eine Größenzunahme 
ohne Anzeichen eines Ödems. Einige der SCNT-Plazentome zeigen eine reduzierte 
Zelldichte (Constant et al., 2006) und Dilatation der Gefäße (Constant et al., 2006; 
Miglino et al., 2007). In der Schafplazenta wurde zusätzlich eine reduzierte 
Vaskularisierung gefunden (De Sousa et al., 2001; Loi et al., 2006), die Hill et al. 
(2000, 2001) auch schon bei SCNT-Plazentomen von Rindern beschrieben. In der 
Spätgravidität und unter der Geburt zeigt das Karunkelepithel auch bei SCNT-
Trächtigkeiten die physiologische Abflachung (Miglino et al., 2007). In den 
Plazentomen von SCNT-Kälbern wurden jedoch degenerierte Entzündungszellen, 
i.d.R. neutrophile Granulozyten, und mononukleäre Zellen gefunden, die in der 
Kontrollgruppe nicht auftraten (Kohan-Gadr et al., 2008). 
Die Anzahl der Retentio secundinarum bei Trägertieren für SCNT-Embryonen 
ist auffallend hoch und kann bis zu 80% betragen (Hill et al., 1999, 2001). Über die 
zugrunde liegenden Störungen des Nachgeburtsabgangs liegen bisher keinerlei 
Informationen vor. Zur Inzidenz der Retentio secundinarum nach IVP-Graviditäten 
sind in der Literatur keine Angaben zu finden. 
 
 
2.4.  Epigenetik  
 Das sporadische und nicht reproduzierbare Auftreten von Biotechnologie-
assoziierten fetalen Entwicklungsstörungen verhinderte lange das Verständnis der 
auslösenden Ursachen und der Pathomechanismen. Das LOS trat zunächst vor 
allem bei Kälbern und Schafen nach IVP auf, was mit den zahlreichen in vitro-
Manipulationen an Eizellen und Embryonen in Verbindung gebracht wurde. 
Beobachtungen zum LOS ließen einen Zusammenhang mit Bestandteilen der 
unterschiedlichen Kultivierungsmedien, der Ko-Kultivierung der Embryonen mit 
Granulosazellen, eine Asynchronität zwischen Embryo und Trägertier und damit 
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verbunden eine zeitbedingte uterine Milieuverschiebung sowie der Exposition von 
Embryonen gegenüber erhöhten Progesteronkonzentrationen vermuten (Young et 
al., 1998). 
 Die genauen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind derzeit 
immer noch weitgehend ungeklärt. Die Tatsache, dass LOS-assoziierte Phänotypen 
nicht vererbt werden, schließt Veränderungen auf genomischer Ebene aus. Es ist 
jedoch offensichtlich, dass Störungen epigenetischer Mechanismen eine bedeutende 
Rolle spielen. Dadurch bedingt zeigen sich Expressionsstörungen wachstums- und 
entwicklungsrelevanter Transkripte während der Embryonalphase. Unter den 
wachstums- und entwicklungsrelevanten Genen haben vor allem die imprinted 
Genes eine besondere Bedeutung (Pennisi et al., 2001; Ferguson-Smith et al., 2003; 
Dean et al., 2003; Reik et al., 2003). 
 Das Säugergenom setzt sich aus einem paternalen und einen maternalen 
Anteil zusammen. Bei den meisten Genen sind sowohl das vom Vater als auch von 
der Mutter stammende Allel aktiv, wodurch Defekte eines der beiden Allele 
kompensiert werden können. Gene, welche dem genomischen Imprinting 
unterliegen, werden dagegen abhängig von der parentalen Herkunft aktiv oder inaktiv 
vererbt. Diese parentale genomische Prägung steht im Widerspruch zu den 
Mendel´schen Gesetzen und wird z.B. durch spezifische Methylierungsmuster der 
DNA generiert. Das genomische Imprinting ist der wichtigste Mechanismus der 
Epigenetik und hat einen entscheidenden Einfluss auf die Phänotypausprägung des 
Individiums. Für einen Zusammenhang zwischen dem LOS und epigenetischen 
Mechanismen sprach die Beobachtung, das LOS-assoziierte Phänotypen eine 
gewisse Ähnlichkeit zum Erscheinungsbild in Fällen einer gestörten Expression von 
imprinted genes aufweisen (Pennisi et al., 2001; Fergson-Smith und Surani, 2001; 
Ferguson-Smith et al., 2003; Reik et al., 2003), siehe Abschnitt 2.4.3. 
 
2.4.1 Definition und Bedeutung 
Die Epigenetik stellt einen Zweig der Entwicklungsbiologie dar, in dem die 
kausale Interaktion zwischen Genen und ihren Produkten, welche für die 
phänotypische Ausprägung des Individuums verantwortlich sind, erfasst wird 
(Waddingten, 1959). Epigenetik fasst genregulierende Aktivitäten und Modifikationen 
zusammen, die keine Veränderung der DNA-Sequenz hervorrufen, sodass sich die 
Vererbungseinheit über die DNA hinaus auch auf epigenetische Modifikation der 
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entsprechenden Sequenz erstreckt (Pennisi et al., 2001). Nach Ferguson-Smith et al. 
(2003) sowie Ferguson-Smith und Surani (2001) werden die homologen 
Chromosomen oder die genetischen Regionen aus der Parentalgeneration 
unterschiedlich durch heritable Modifikationen epigenetisch markiert. Diese sind 
charakteristisch für einzelne epigenetische Zustände und beteiligen sich mit an der 
Genaktivität. 
Die Erzeugung von Nachkommen ist als ein evolutionärer Konflikt zwischen 
den Genen der maternalen und paternalen Herkunft zu sehen. Haig und Westoby 
(1989) bezeichnen dieses als „parent-specific gene expression“ (elternspezifische 
Genexpression). Durch Modifikationen der beiden homologen Chromosomen oder 
genetischen Abschnitte kommt es zu einer selektiven Aktivierung der Erbanlagen 
eines Elternteils und zur Inaktivierung des anderen (Ferguson-Smith et al., 2003). 
Diesen Vorgang bezeichnet man als genetisches Imprinting, im Deutschen 
genomische Prägung. Die betroffenen Gene werden als imprinted Genes gezeichnet. 
Imprintete Gene sind häufig in der fetalen Entwicklung, dem Wachstum, der 
Plazentafunktion und der postnatalen Vitalität involviert (Ferguson Smith und Surani, 
2001; Reik und Walter, 2001; Reik et al., 2003). Die Unterscheidung von paternalem 
oder maternalem Allel ist für die frühen embryonalen Stadien von großer 
Entwicklungsrelevanz. Die paternal exprimierten Gene fördern die Entwicklung und 
das Wachstum des Fetus, wohingegen die maternalen das Wachstum hemmen 
(Moore und Haig, 1991; Haig, 1997). Als Beispiel sei hier IGF2 (DiChiara et al., 1991) 
und IGF2-R (Haig und Graham, 1991) genannt. Die Expression des väterlichen 
IGF2-Allels fördert das fetale Wachstum (Haig, 2004). Diese genetische 
Konfliktsituation äußert sich darin, dass das Vatertier eine möglichst kräftige 
Entwicklung seiner Nachkommen erzielen, das Muttertier hingegen die eigenen 
Resourcen für Etablierungen weiterer Graviditäten sichern möchte (Moore und Haig, 
1991; Reik et al., 2003; Constancia et al., 2004). Weiterhin wurde postuliert, dass in 
frühen embryonalen Entwicklungsstadien die Entwicklung des extra-embryonalen 
Kompartiments zur Plazenta von paternalen Genen gefördert wird, während für das 
Wachstum des eigentlichen Embryos maternale Gene eine besondere Rolle spielen 
(Ferguson-Smith et al., 2003). Dafür sprechen auch Befunde aus Untersuchungen an 
gyno- und androgenetischen Embryonen (Barton et al., 1984; McGrath und Solter, 
1984). Zum Verständnis des genetischen Imprinting wurden maternale und paternale 
Mäuse-Zelllinien entwickelt, die mit Ausnahme der Geschlechtschromosomen 
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genetisch identisch sind. Hatada und Mukai (1995) wollten damit herausfinden, wie 
die Zellen die genetischen Sequenzen väterlicher bzw. mütterlicher Herkunft der 
Allele unterschiedlich nutzen, um die Funktionsweise der Epigenetik zu 
verdeutlichen. Sie konnten mehrere Gene identifizieren, die epigenetischen 
Modifikationen unterliegen, so wurde das IGF2-Gen als eines der ersten imprinteten 
Gene entdeckt (DiChiara et al., 1991). Andere Untersuchungen zeigten auch, dass 
nicht-kodierende RNA oder antisense-Transkripte bei der epigenetischen Gen-
Regulierung eine wichtige Rolle spielen (Sleutels et al., 2002), wie z.B. Air 
(Antisense-IGF2-R-RNA). 
Beim Menschen sind zwei neurale Dysfunktionen mit völlig unterschiedlichen 
Krankheitsbildern bekannt. Zum einen das Prader-Willi Syndrome (PWS) mit einer 
starken Verfettung des Organismus durch ungezügelte, zentral gesteuerte 
Nahrungsaufnahme und zum anderen immer heitere Patienten, die am Angelman 
Syndrome (AS) leiden. Beiden gemeinsam ist die Veränderung an der gleichen 3-4 
Mb großen imprinteten Domäne am human Locus 7 des Chromosom 15 (15p7). 
Patienten, die am PWS erkrankt sind, haben eine fehlende Expression im paternalen 
Allel, im Gegensatz dazu findet man einen Expressionsverlust im maternalen Allel 
dieser Domäne bei AS-Patienten (Shemer et al., 2000; Nicholls und Knepper, 2001; 
Ferguson-Smith et al., 2003). Die Pathogenese von AS bzw. PWS unterstreichen 
damit sehr eindrucksvoll die Bedeutung der Epigenetik und der parentalen Herkunft 
der Allele. 
 
2.4.2. Epigenetische Reprogrammierung des Genoms 
Während das Genom einer vollständigen Heritabilität unterliegt, ist das 
Epigenom nur transient heritabel, da die meisten epigenetischen Codes nur über 
einige Zellgenerationen stabil sind und meist nicht an die F2-Generation übertragen 
werden. So werden viele epigenetische Modifikationen während der Gametogenese 
und der frühen embryonalen Genese gelöscht und neu gesetzt (Davis et al., 2000; 
Reik und Walter, 2001; Reik et al., 2001). Diesen Vorgang bezeichnet man als 
Reprogrammierung (Reik et al., 2001; Fairburn et al., 2002).  
Die bisher identifizierten epigenetischen Mechanismen umfassen vor allem 
unterschiedliche Histonmodifikationen sowie die Methylierung von Cytosinresten der 
DNA, welche als wichtigste epigenetische Modifikation des Genoms gilt. In den 
meisten Fällen führt die Methylierung zu einer Inaktivierung des betroffenen Gens. 
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Die Methylierung der Cytosinreste erfolgt durch das Enzym DNA-Methyltransferase 
(Dnmt; Ferguson-Smith and Surani, 2001), welches in mehreren Formen vorkommt. 
Dnmt1 remethyliert bei der identischen Replikation während des Zellzyklus die 
beiden neuen gebildeten DNA-Stränge an den Stellen, an denen der Mutterstrang 
ebenfalls methyliert war (Bestor, 2000; Bird, 2002). Die De novo Methylierung wird 
durch Dnmt3a und b und eventuell weitere Enzyme katalysiert (Okano et al., 1999). 
Sie erfolgt nach der Demethylierung spezifisch methylierter Regionen (Differentially 
Methylated Region = DMR) in den Keimzellen und auch in der frühen Embryogenese 
(Dean et al, 2003; Reik et al., 2003). In den frühen Urkeimzellen werden die 
vorhandenen Methylierungsmuster aufgehoben (Abb. 2.4), dieses ist ein sehr 
rascher und aktiver Prozess (Hajkova et al., 2002; Lee et al., 2002) und betrifft alle 
Gene inklusive der imprinted Genes. Während der Gametogenese werden 
ausschließlich keimzellspezifische epigenetische Markierungen gesetzt. In der frühen 
Embryonalphase, der zweiten Phase, in der es zu umfangreichen epigenetischen 
Reprogrammierungsvorgängen kommt, unterliegen die imprinted Genes jedoch 
keiner Demethylierung. Viele der imprinteten Gene haben eine DMR. Einige dieser 
DMRs stammen aus den paternalen Keimzellen und persistieren danach in der 
fetalen und adulten Phase (Hajkova et al., 2002; Lee et al., 2002). Neue Muster 
werden durch De novo Methylierung gebildet, dieses geschieht beim männlichen Tier 
in seiner Fetalphase und ist abgeschlossen in der Prospermatogonienphase und 
beim weiblichen nach der Geburt während der Oozytogenese (Reik et al., 2001; Reik 
und Walter, 2001; Ferguson-Smith und Surani, 2001). Die DNA-Methylierung spielt 
eine wichtige Rolle in der epigenetischen Kontrolle der Genexpression (Reik und 
Walter, 2001). Bei Mäuseembryonen mit einem Dnmt-Mangel und einer daraus 
resultierenden Methylierungsschwäche kommt es zu einem frühen Absterben der 
Feten nach Abschluss der Plazentation (Jackson-Grusby et al., 2001). 
Unmittelbar nach der Fertilisation der Eizelle kommt es zu einer abrupten, sehr 
schnellen und aktiven Demethylierung im paternalen Chromosomensatz, noch vor 
der ersten Zellteilung (Mayer et al., 2000; Reik et al, 2001; Dean et al, 2003). Im 
Gegensatz dazu findet man im maternalen Genom eine protrahierte passive 
Demethylierung, die im Zusammenhang mit einer fehlenden Remethylierung nach 
der DNA-Replikation steht (Monk et al., 1987; Dean et al., 2003). So wird das ganze 
parentale Genom, mit Ausnahme der imprinting Genes, in der praeimplantorischen 
Entwicklung des Embryos demethyliert. Erst im Anschluss daran findet eine De novo 
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Methylierung des embryonalen Genoms statt (Abb. 2.4). Dean et al. (2003) zeigten, 
dass bei Mäuseembryonen diese De novo Methylierung während des 
Blastozystenstadiums stattfindet, bei Rinderembryonen ist die De novo Methylierung 
jedoch schon zwischen dem 8- und 16-Zellstadium zu erkennen. Dieses zeigt starke 
speziesspezifische Unterschiede im zeitlichen Ablauf.  
Durch die Unterscheidung der Gene nach ihrer parentalen Herkunft kommt es 
zu einer Entwicklungsasymmetrie der elterlichen Erbinformation (Ferguson-Smith 
and Surani, 2001). Das bekannteste Beispiel hierfür ist die Inaktivierung eines X-
Chromosoms bei weiblichen Säugern (Monk et al. 1990, Avner und Heard 2001), 
diese ist von der Methylierung eines der beiden parentalen X-Chromosome 
abhängig. Epigenetische Modifikationen sind für die nächste Generation reversibel 
und stehen oft untereinander im funktionellen Zusammenhang. So können sie, wie 
Promotoren, über kurze Distanz als gen-spezifisches Regulationselement Einfluss 
nehmen oder über längere Distanzen auf die Aktivierung oder Inaktivierung einzelner 
Gene wirken (Ferguson-Smith and Surani, 2001). Für die phänotypische Ausprägung 
der epigenetischen Modifikation ist entscheidend, welches parentale Gen dem 
genetischen Imprinting unterliegt. Die Stabilität des Genoms wird ebenfalls durch die 
Methylierungsrate gewährleistet, was somit auch einen Einfluss auf die 
Krebspathogenese hat (Lengauer et al., 1997). Man kann in Tumorzellen eine 
Hypomethylierung an vielen Positionen der DNA detektieren, exklusiv derer, wo 
Gene für Tumorsuppression bekannt sind, hier liegt eine lokale Hypermethylierung 
vor (Barlow et al., 1993; Bird und Wolffe, 1999; Jones und Takai, 2001). Die 
Unterbindung oder Reduktion der Genexpression erfolgt hauptsächlich durch 
Chromatinkondensation an den Promotoren. Eine Gruppe von regulatorischen 
Proteinen bindet an dieser methylierten DNA (Bird, 2002). 
 
Ein weiterer wichtiger epigenetischer Mechanismus sind die 
Histonmodifikationen. Hier können Histonproteine, die eine enge Beziehung zum 
Chromatin des Zellkerns haben, durch Phosphorylierung, Acetylierung und 
Methlyierung modifiziert werden. Die Histonmodifikation kann eine schwächere oder 
stärkere Chromatinpackung bewirken und dadurch einzelne DNA-Abschnitte 
aktivieren oder stilllegen (Gen-Silencing, im Deutschen Gen-Stilllegung). 
Veränderungen an den Histonen unterliegen in der Entwicklung einem dynamischen 
Prozess, der durch spezifische Enzyme gewebeabhängig reguliert wird. Die 
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Acetylierung unterschiedlicher Aminosäurereste der Histone H3 und H4 ermöglicht 
eine Genexpression, weil hierdurch eine gelockerte, d.h. aktive Chromatinstruktur 
(Euchromatin) geschaffen wird. Im Gegensatz dazu führt eine Methylierung der 
Histone zu einem kondensierten, inaktiven Chromatin (Heterochromatin), welches 
keine Genexpression zulässt (Tamaru und Selker, 2001), wie z.B. bei der H3-Lysin-
9-Acetylierung. Acetylierung an H3-Lysin-9 ist mit einer starken Genexpression 
assoziiert. Nach Abspaltung der Acetylgruppe durch die Histondeacetylase können 
Histone durch die Histonmethyltransferase methyliert werden. Durch diesen Vorgang 
wird eine Bindungsstelle am Histon für das Heterochromatin Protein 1 (HP1) 
gebildet. An HP1 kann dann wiederum die Chromomethylase binden, welche 
methylierte DNA-Abschnitte weiter aufspiralisiert und stabilisiert, hierdurch kann 
dieser Bereich keine Gene mehr exprimieren (Jackson et al., 2002). Das System der 
Histonmodifikationen hat somit einen bedeutenden Einfluss auf die Genexpression 
und auf die Interaktion mit anderen epigenetischen Regelmechanismen (Richards 
und Elgin, 2002). 
 
2.4.3. Zusammenhang zwischen epigenetischen Störungen und LOS 
Rinderembryonen aus SCNT zeigen ein verändertes Muster der 
Reprogrammierung (Abb. 2.4), dieses kann der Grund für die hohen Verlustraten und 
das Auftreten von Entwicklungsstörungen während der Trächtigkeit sein (Young und 
Fairburn, 2000). Ungeklärt ist, wie eine enukleierte Oozyte nach dem Kerntransfer 
mit der Reprogrammierung, d.h. mit der Demethylierung der somatischen DNA, 
beginnt (Fairburn et al., 2002), dieses wird aber vermutlich durch einen Oozyten-
Faktor kontrolliert (Beaujean et al., 2004). Untersuchungen deuten auf eine passive 
Demethylierung hin und zeigen keine Anzeichen einer aktiven Demethylierung, wie 
der paternale Chromosomensatz nach einer natürlichen Befruchtung (Bourc´his et 
al., 2001). Bekannt ist, dass beim SCNT in der Oozyte nach der Aktivierung die 
Demethylierung begonnen hat und sich bis zum 2-Zell-Stadium vollzieht (Abb. 2.4). 
Im Gegensatz zu einem IVP-erzeugten-Embryo wird bei einem SCNT-Embryo aber 
schon im 4- bis 5-Zell-Stadium mit der De novo Methylierung begonnen (Dean et al., 
2003). Die Untersuchungen von Dean et al. (2003) zeigen auch, dass sich einzelne 
SCNT-Embryonen unterschiedlich in ihrer Entwicklung verhalten, allen gemein ist 
jedoch eine unvollständige Demetyhlierung und damit eine insuffiziente 
Reprogrammierung des somatischen Chromatins aus der Spenderzelle (Bourc´his et 
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al., 2001, Dean et al., 2003). Diese veränderte Methylierung der DNA führt 
offensichtlich zu einer geänderten Genexpression, die Entwicklungsaberrationen des 
Embryos bei Rind und Maus nach sich ziehen können (Daniels et al., 2001; 
Humpherys et al., 2001). 
 
 
Abb. 2.4: Reprogrammierung des Genoms in der normalen frühembryonalen 
Entwicklung des Rindes und bei SCNT-Embryonen. In der normalen 
frühembryonalen Entwicklung kommt es nach der Fertilisierung zu einer raschen 
aktiven Demethylierung des paternalen Chromosomensatzes, während der 
maternale allmählich passiv demethyliert wird. Dieses wurde an IVP-Embryonen 
erforscht und wird allgemein auch für AI-Embryonen angenommen. Bei SCNT 
Embryonen fand sich im entsprechenden Zeitraum eine unvollständige 
Demethylierung in Verbindung mit einer vorzeitig einsetzenden Remethylierung 
(modifiziert nach Dean et al., 2003; Reik et al., 2003). 
 
Die Untersuchungen zum Vergleich der Reprogrammierung erfolgte wie oben 
beschrieben an SCNT- und IVP-Embryonen, ungeklärt ist ob die Ergebnisse der IVP 
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Embryonen wegen der in vitro-Maturation und -Fertilisation der Oozyten mit 
anschließender Embyrokultivierung ein exaktes Bild der in vivo Reprogrammierung 
darstellen (Fairburn et al., 2002). Bei IVP-erzeugten Schafenembryonen sind auch 
Methylierungseffekte an imprinteten Genen gefunden worden, die zu einem 
veränderten Phänotyp führten (Young et al., 2001). 
Zusammenhänge zwischen dem AOS/LOS und Störungen der epigenetischen 
Reprogrammierung bzw. der gestörten Expression von imprinted genes wurden 
ursprüglich aufgrund der Beobachtung hergestellt, dass bei spontanen bzw. 
experimentell induzierten Störungen der Expression von imprinted genes Wachtums- 
und Entwicklungsstörungen auftraten. Auf dem humanen Chromosom 11 Position 
15.5 (11p15.5) und auf der homologen Region distal am Chromosom 7 der Maus 
(Lee und Feinberg, 1998; Engemann et al., 2000; Onyango et al., 2000) liegt die 
Sequenz, die in der Pathogenese des Beckwith-Wiedemann Syndrome (BWS) 
involviert ist. Symptome des BWS sind praenataler und postnatalen Überwuchs und 
eine Makroglossia (Bohlmann und Havers, 1971; Penchaszadeh, 1971), in den 
meisten Fällen ist eine vergrößerte Plazenta zu finden, die Kinder werden lebend 
geboren (Lage, 1991; McCowan und Becroft, 1994). An den Chromosomenden 
(11p15.5 des Menschen bzw. Chromosom 7 der Maus) finden sich die imprinted 
Cluster für IGF2 und H19 (Grandjean et al., 2000; Arney, 2003). Weksberg et al. 
(1993) entdeckten, dass es bei BWS zu einer bialleligen Expression des IGF2 
kommt. Bei 10-20% der BWS Patienten ist eine paternale uniparentale Disomie 
(pUPD) an 11p15.5 vorhanden (Elliot und Maher, 1994; Weksberg et al., 2003). UPD 
bezeichnet, dass beide Chromosomen eines homologen Chromosomenpaares von 
einem Elternteil stammen. Bei Mäusen mit einer pUPD am distalen Chromosom 7 
kommt es zu einem Abort durch eine plazentare Dysfunktion, da kein 
Spongiotrophoblast ausgebildet wird (McLaughlin, 1996). Eine Chimäre bei Mäusen 
mit einer paternalen Allel-Verdopplung des distalen Abschnitts von Chromosom 7 
zeigt einen typischen BWS-Phänotyp (McLaughlin, 1997). Ein maternales UPD 
(mUPD) an 11p15.5 ist beim Menschen nicht überlebensfähig, da es zu einer starken 
Wachstumsreduktion kommt (Fisher et al., 2002). Bei Mäusen mit einer mUPD am 
homologen Chromosomenlocus, distaler Abschnitt des Chromosoms 7, sterben die 
Feten wachstumsretardiert zum Ende der Gravidität, die Plazenten dieser Tiere 
erreichen etwa 50% des physiologischen Gewichts (Scott et al., 2000). Dagegen 
beschreiben Gicquel et al. (2005) eine Epimutation an dieser Position innerhalb des 
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Silver-Russell Syndrome (SRS), das Krankheitsbild ist durch eine prae- und 
postnatale Wachstumsreduktion mit deutlicher Körperasymmetrie gekennzeichnet. 
Durch diese epigentische Modifikation kommt es zu einer Downregulation der IGF2-
Expression und einer bialleligen Expression von H19. Bei allen SRS liegt ein mUPD 
des humanen Chromosoms 7 in Verbindung mit anderen Disomien, bei etwa 10% 
der Fälle lag nur eine mUDP7 vor (Mergenthaler et al., 2000). Auf dem humanen 
Chromosom 7 liegen imprintete Gene, zum einen GRB10 (Growth Factor Receptor-
bound Protein 10; 7p12) und PEG1/MEST (Paternally expressed Gen 1/Mesoderm 
specific Transkript; 7q32.2), die in die Pathogenese von SRS involviert sind (Hitchins 
et al., 2001). In der Region des humanen 7p11.2-p13 liegen neben GRB10 auch die 
Gene für IGFBP-1 und -3 (Hitchins et al., 2001). Untersuchungen von Kagami et al. 
(2007) zeigen eine partielle Hypermethylierung von PEG1/MEST im Zusammenhang 
mit SRS nach in vitro-Fertilisation. 
 
2.4.4. Störungen der Genregulation beim LOS  
Derzeit geht man hinsichtlich der Entstehung Biotechnologie-assoziierter 
Entwicklungsstörungen davon aus, dass es durch Störungen epigenetischer 
Mechanismen während der frühembryonalen Phase zu einer aberranten Expression 
wachstums- und entwicklungsrelevaner Gene kommt (Niemann und Wrenzycki, 
2000; Lazzari et al., 2002; Wrenzycki et al., 2004; Wrenzycki, 2007). Entsprechend 
wurde beim Vergleich zwischen durch unterschiedliche Methoden erzeugten 
Embryonen/Feten bzw. beim Vergleich von Embryonen mit unterschiedlicher 
Entwicklungskompetenz eine ganze Anzahl differenziell exprimierter Transkripte 
identifiziert (Tab. 2.1, nur auf die Spezies Rind beschränkt). Für diese Gene wurde 
dann eine Empfindlichkeit gegen die im Rahmen der angewendeten 
Biotechnologieverfahren durchgeführten Manipulationen bzw. eine Bedeutung in der 
Ätiologie Biotechnologie-assoziierter Entwicklungsstörungen abgeleitet. 
In der Literatur findet man unter der Angabe „in vivo“ nicht immer Graviditäten 
aus natürlicher Bedeckung oder künstlicher Besamung, sondern in vielen Fällen eine 
IVP-Herkunft, die ebenfalls Biotechnologie-assoziierte Entwicklungsalterationen 
aufweisen kann. Kenntnisse über Expressionsunterschieden in adulten Tieren nach 
in vitro-Manipulationen oder über differenziell regulierte Gene der Rinderplazenta in 
Korrelation zum LOS finden sich nicht in der aktuellen Literatur. 
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Tab. 2.1: Übersicht über differenziell regulierte Transkripte in Rinderoozyten und 
-embryonen in Abhängigkeit vom Verfahren der Erzeugung bzw. der 
Entwicklungskompetenz und Oozytenauswahl. Auf die Art der 
Expressionsunterschiede wird hier nicht eingegangen, dieses kann in der 
entsprechenden Quelle eingesehen werden.  
Parameter Transkript Referenz 
Embryoentwicklung (in 
vitro versus in vivo, hier 
AI) 
GDF9, Zyklin B1, G6PD1, 
SOX, MnSOD, CuSOD 




EP3 Calder et al., 2001 
HSP, IGF1R, IGF2, IGF2R Warzych et al., 2007 
LEPR, STAT3, BAX, BIRC4 Boelhauve et al., 2005 
IGFBP6, HDCA1, HDAC2, 
Mash2, IFNτ, HSP, Oct4 
Russel et al., 2006 
HSP, Poly A Wrenzycki et al., 1999 
Na/K α 1, Zyklin A Watson et al., 2000 
FSHR, Cx43, COX2, EP2, 
EP3 
Calder et al., 2001 
Calder et al., 2005 
In vitro-Maturation mit 
unterschiedlichen Bedin-
gungen bzw. Zusätzen 
FAS, FASLG, STAT3 Paula-Lopes et al., 2007 
GAPDH, Tubulin, DNMT, 
GATA 6, IFITM3 
Smith et al., 2007 
ACOX1, CD81,DNAJC10, 
HRH1, TFAP2A 
Smith et al., 2005 
Glut3, Glut4, Glut8 Knijn et al., 2005 
Blastozystenqualität in 
Bezug auf ihre Herkunft 
(in vivo versus in vitro 
versus SCNT) 
FOXO3a, REA, HMG2, 
GNBL2, EEF1G 
Corcoran et al., 2007 
Blastozystenentwicklung 
bis zum Transfer 
Globin, Na/K, E-cad, Dc II, 
Plako, ZO-1, IFNτ, Glut-1, 
Glut-3, Glut-4 
Wrenzycki et al., 2003 
 
Im Gegensatz zu vielen der in Tab. 2.1. aufgeführten entwicklungsrelevanten 
Genen ist über die Expression des IGF-Systems im Verlauf der embryonalen/fetalen 
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Entwicklung vieles bekannt, auch wenn hier auf andere Spezies verwiesen werden 
muss. Bei einer Inaktivierung des paternalen IGF2-Gens (Knock-out-Maus) kommt 
es zu einer Reduktion des Wachstums auf etwa 60% mit normalen Proportionen. 
Diese Wachstumsreduktion hält bis in die adulte Phase an. Die Körpergröße ist 
jedoch normal, wenn die Inaktivierung des maternalen Allels erfolgt (DeChiara et al., 
1991). Produziert man eine Knock-out-Maus für den Promoter des 
plazentaspezifischen IGF2, erzielt man bei der Geburt die gleiche 
Wachstumsreduktion wie bei einem paternalen inaktiven IGF2-Gen, jedoch setzt sich 
diese nicht bis in die Erwachsenenphase fort (Constancia et al., 2002). Die 
Expression des maternalen IGF2-R-Allels führt zu einer Wachstumsinhibition der 
Feten. Eine Inaktivierung des paternalen IGF2-R-Allels führt zu einer 
Gewichtssteigerung von etwa 30% bei Mäusen und ist assoziiert mit einer IGF2-
Konzentrationssteigerung im Plasma (Lau et al., 1994; Ludwig et al., 1996). Eine 
zweiallelige IGF2-Expression, d.h. paternale und maternale Expression, führt zu 
einer Gewichtssteigerung von 10% (Leighton et al., 1995). Dies bedeutet, dass ein 
mit neonataler Sterblichkeit assoziierter fetaler Überwuchs durch ein IGF2-
Überangebot, auch sekundär durch einen IGF2-R Mangel, verursacht werden kann 
(Haig, 2004). 
Das zweite Intron des IGF2-R-Gens beinhaltet eine als Region2 bezeichnete 
CpG-Insel (Cytosin-phosphadyl-Guanosin; Definition nach Thurston et al (2007): 
Länge > 500 Basenpaare, Guanin- und Cytosingehalt > 55%), die in der maternalen 
Herkunft stärker methyliert ist als in der paternalen (Stöger et al., 1993). Die Region2 
beinhaltet den Promoter für Air (Antisense-IGF2-R-RNA; Sleutels et al., 2002). Air ist 
eine nicht kodierende RNA, welche paternal exprimiert wird (Lyle et al., 2000). Eine 
Deletion der paternalen Region2 führt zu einer Reaktivierung des IGF2-R auf der 
Vaterseite, die physiologischerweise während der Embryonal- und Fetalentwicklung 
eines Organismus ruhig gestellt ist (Wutz et al., 1997; 2001). Mäuse mit einer 
Deletion in Region2 werden mit einem reduzierten Gewicht geboren und behalten 
diese Gewichtsreduktion bis in die Adultphase bei (Wutz et al., 2001). Mäuse mit 
einem verkürzten Air-Transkript exprimieren ebenfalls zweiallelig IGF2-R und zeigen 
phänotypisch eine Gewichtsreduktion (Sleutels et al., 2002). Die maternale-IGF2-R-
Expression ist damit ein Wachstumshemmer und die paternale-Air-Expression ein 
Wachstumsförderer (Haig, 2004). Auch bei Schafen wurden Wachstumsaberrationen 
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nach der IVP mit Expressionmodifikationen des IGF-Systems in Verbindung gebracht 
(Young et al., 2001; 2003). 
Es ist offensichtlich, dass in der Pathogenese des LOS, AOS und eventuell 
auch in der des LPS Störungen der epigenetischen Reprogrammierung eine zentrale 
Rolle spielen, welche zu einem veränderten Expressionsmuster 
entwicklungsrelevanter Gene, darunter auch Mitglieder des IGF-Systems, führt. Trotz 
einer mittlerweile erheblichen Anzahl von Untersuchungen zur Erforschung 
involvierter entwicklungsrelevanter Gene sind detaillierte Zusammenhänge bei der 
Entstehung des LOS/AOS/LPS derzeit noch weitgehend unklar. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 
 
3.1.  Untersuchungsziele 
Im ersten Abschnitt der Untersuchungen sollte in den Rinderplazentomen die 
physiologische Expression des IGF-Systems (Liganden, Rezeptoren und 
Bindungsproteine) beginnend mit dem 50. Trächtigkeitstag bis zur Geburt ermittelt 
werden. 
Ziel des zweiten Untersuchungsabschnitts war ein Vergleich der IGF-System-
Expression zwischen Rinderplazentomen aus zwei unterschiedlichen mit fetalem 
Überwuchs assoziierten in-vitro Produktionsprotokollen (IVP1- bzw. IVP2-Gruppe) 
und aus konventionellem Embryotransfer (Multiple-Ovulation-Embryo-Transfer; 




3.2.  Probengewinnung und Probenkonservierung 
 
3.2.1. Probenmaterial zur Untersuchung der Expression von 
Komponenten des IGF-Systems in Rinderplazentomen im Verlauf 
der normalen Gravidität 
Diese Untersuchungen wurden an Plazentomen von insgesamt 29 Kühen 
durchgeführt. 21 Proben wurden während kommerziellen Schlachtungen auf dem 
Giessener Schlachthof gewonnen. Basierend auf der Scheitel-Steiß-Länge wurde 
das Gestationsalter bestimmt (Schnorr und Kressin, 2001) und diese Proben in drei 
Gruppen eingeteilt: Gruppe G1: Graviditätsdauer bis zum 99. Tag, Gruppe G2: vom 
100. bis zum 199. Tag und Gruppe G3: vom 200. bis 280. Tag (Tab. 3.1). Die 
entnommenen Uteri wurden vom Schlachthof auf Eis gekühlt ins Labor verbracht und 
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Dauer (d) a) 
Verwendung 
Gruppe G1 (1. Trimester) 
G1.1 7,3 50 PCR 
G1.2 8,9 60 PCR 
G1.3 11,3 70 PCR 
G1.4 13,9 80 IHC, PCR 
G1.5 17,0 90 IHC 
Gruppe G2 (2. Trimester) 
G2.1 20,0 100 IHC, PCR 
G2.2 23,0 110 IHC 
G2.3 25,0 120 IHC, PCR 
G2.4 33,5 130 IHC 
G2.5 41,5 140 IHC, PCR 
G2.6 36,0 140 IHC 
G2.7 42,5 160 IHC, PCR 
G2.8 55,5 180 IHC 
Gruppe G3 (3. Trimester) 
G3.1 63,0 200 IHC 
G3.2 72,0 210 IHC, PCR 
G3.3 72,0 210 IHC 
G3.4 76,0 230 IHC, PCR 
G3.5 87,0 260 IHC 
G3.6 87,0 260 IHC, PCR 
G3.7 91,0 270 IHC 
G3.8 -- 280b) IHC, PCR 
IHC = Immunhistochemische Untersuchungen 
PCR = Verwendung in der konventionellen und der Real-time RT-PCR 
a) = Berechung der Graviditätsdauer erfolgte mittels Scheitel-Steiß-Länge (Schnorr und Kressin; 2006) 
b) = Probenmaterial dieses Tieres wurde am 280 Tag p. insem. im Rahmen einer Sectio caesarea 
gewonnen. Mittels einer Progesteronbestimmung wurde bestätigt, dass zum Zeitpunkt der 
Probenentnahme der präpartale Progesteronabfall noch nicht eingetreten war. 
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Für die Charakterisierung der Regulationsvorgänge in der Rinderplazenta 
unmittelbar präpartal wurden weiterhin drei Tiere mit bekannten Besamungsdaten 
erworben, in der Klinik eingestellt und der Gruppe PP (Tab. 3.2) zugeordnet. Bei 
diesen Tieren wurde in 8-stündigen Intervallen eine Messung der 
Progesteronkonzentration vorgenommen (ACS:180 unter Verwendung des Kits 
PGRE, Siemens Medical Solution Diagnostics, Erlangen). Ziel dieser Messungen war 
es, eine Probenentnahme im Rahmen einer Sectio caesarea vorzunehmen, sobald 
der Eintritt des präpartalen Progesteronabfalls durch Unterschreiten einer 
Konzentration von 1,5 ng/ml (4,8 nmol/l) zu erkennen war. Bei keinem dieser Tiere 
waren Anzeichen einer beginnenden Geburt vorhanden. Zur Ermittelung der unter 
der Geburt herrschenden Expression wurden fünf Tiere herangezogen, die nach 
einem physiologischen Graviditätsverlauf einen spontanen Geburtseintritt zeigten, 
jedoch wegen einer Dystokie (relativ oder absolut zu große Frucht) einer Sectio 
caesarea unterzogen werden mussten (Gruppe T, Tab. 3.3).  
Die Proben der Gruppen PP und T wurden sofort nach der Entnahme ins 
Labor verbracht und aufgearbeitet. Für beide Gruppen war maßgeblich, dass die 
Kälber matur und vital waren. Die Probengewinnungen an lebenden Tieren wurde bei 
der zuständigen Behörde (Regierungspräsidium Giessen; Aktenzeichen II 25.3 – 19c 
20 / 15cG / 18 / 14) angezeigt und genehmigt. 
 




PP.1 0,7 IHC, PCR 
PP.2 0,3 IHC, PCR 
PP.3 1,4 IHC, PCR 
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Tab. 3.3: Übersicht der Beobachtungsgruppe zum Zeitpunkt der Geburt (T) 
Probennr. Verwendung 
T.1 IHC, PCR 
T.2 IHC 
T.3 IHC, PCR 
T.4 IHC, PCR 
T.5 IHC 
 
3.2.2. Probenmaterial zur Untersuchung der Expression von 
Komponenten des IGF-Systems in Rinderplazentomen aus IVP- 
bzw. MOET-Trächtigkeiten am 80. Graviditätstag 
Die in-vitro produzierten Embryonen (IVP1 bzw. IVP2) wurden nach zwei 
unterschiedlichen Protokollen im Institut für Molekulare Tierzucht und Biotechnologie 
der Ludwig-Maximilian Universität, München hergestellt und in der Trägertierherde 
der Bayerischen Landesanstalt für Landwirtschaft, Grub übertragen. Die detaillierten 
Protokollangaben für beide IVP-Gruppen finden sich in Hiendleder et al. (2006). Ein 
wesentlicher Unterschied zwischen beiden Protokollen ist der Gonadotropin-Zusatz 
zum Oozytenmaturationsmedium (IVP1: 0,01 U/ml bovines FSH und 0,01 U/ml 
bovines LH; IVP2: 0,2 U/ml ovines FSH). Im Gegensatz zu Hiendleder at al. (2006) 
wurden die Embryonen in dieser Arbeit einheitlich mit 10% Estrus Cow Serum (ECS) 
im Medium kultiviert, d.h., dass im IVP1-Protokoll der Zusatz von 5% in der 
Originalmethode auf 10% im vorliegenden Experiment erhöht wurde. Zur Steigerung 
der Trächtigkeitsrate wurden jeweils zwei Embryonen pro Trägertier am siebten Tag 
nach der in-vitro Fertilisation übertragen.  
Als Kontrollen dienten Embryonen, die durch MOET (Multiple Ovulation 
Embryo Transfer) gewonnen wurden und ebenfalls in der oben genannten 
Trägertierherde übertragen wurden. Der MOET erfolgte ohne vorherige 
Zykluskontrolle der Spendertiere. Dazu wurden die Spendertiere mittels PRID®-
Spirale (Progesteron, Östradiolbenzoat; CEVA GmbH, Deutschland), welche 10 
Tage intravaginal platziert wurde, und 150 µg Cloprostenol (Dalmazin®; Selectavet 
Dr. Otto Fischer GmbH) i.m. brunstinduziert. Noch unter Einfluss der PRID®-Spirale 
wurden die Spendertiere mit insgesamt 800 IU Pluset® (Follitropin und Lutropin vom 
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Schwein; Pharmanovo, Deutschland) i.m. über vier Tage in absteigender Menge 
nach Angabe des Herstellers behandelt und somit die Superovulation induziert. Zwei 
Tage nach Entfernung der PRID-Spirale erfolgten zwei terminorientierte 
Besamungen im Abstand von 12 Stunden. Zur Sicherung einer ausreichenden 
Ovulationsrate wurde acht Stunden vor der ersten Besamung 20 µg Buserelin 
(Receptal®, Intervet, Deutschland) i.m. appliziert. Die Embryonen wurden 7 Tage 
nach der Insemination aus den Spendertieren gespült und jeweils zwei auf die 
Trägertiere übertragen. Die entsprechenden Trägertiere wurden mit einer einmaligen 
intramuskukären Gabe von 150 µg Cloprostenol (Dalmazin®; Selectavet Dr. Otto 
Fischer GmbH) brunstinduziert. 
Die Graviditäten (IVP1: n = 5; IVP2: n = 6; MOET: n = 5) stammten aus einer 
genetisch eng verwandten Brown Swiss-Grundlage, um einen eventuellen 
genetischen Einfluss auf die Versuchsergebnisse zu minimieren. Auf der Vaterseite 
wurde für alle Gruppen das Sperma des Brown Swiss-Bullen „Simvitel“ (Herdbuch-
Nr. 20/78380, ID 27600091363895) verwendet. Als Trägertiere dienten in allen Fällen 
Fleckvieh-Färsen. Die tierexperimentellen Arbeiten an der Bayerischen 
Landesanstalt für Landwirtschaft in Grub erfolgten unter der Leitung von Herrn Dr. 
H.-D. Reichenbach. Der Tierversuch wurde bei der zuständigen Behörde 
(Regierungspräsidium Oberbayern) angezeigt und genehmigt. 
Alle Trägertiere wurden am 80. Tag der Gravidität, gerechnet vom Zeitpunkt 
der Fertilisierung bzw. der Insemination, im Versuchsschlachthof der Bayerischen 
Landesanstalt für Landwirtschaft, Grub geschlachtet und die Uteri entnommen. 
Innerhalb weniger Minuten gelangten die graviden Uteri in ein dem 
Versuchsschlachthof angegliedertes Labor. Hier wurde unmittelbar mit der Entnahme 
und Präparation der Proben begonnen. An allen Feten wurden die Scheitel-Steiß-
Länge, der Brustumfang, das Gewicht und das Geschlecht bestimmt. Bei 
Zwillingsgraviditäten musste aus versuchstechnischen Gründen auf eine Zuordnung 
der entnommenen Plazentome zum zugehörigen Fetus verzichtet werden. Aus 
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Tab. 3.4: Übersicht der Feten aus den Versuchsgruppen mit Angaben von 
Geschlecht, Größenparametern sowie den dazu gehörigen Plazentom-
Proben-Nummern. Diese Daten wurden von Herrn Prof. Dr. S. 
Hiendleder für Berechnungen im Zusammenhang mit den eigenen 












1,0 14,4 10,2 103,3 1-1 
1,1 14,6/14,8 10,4/9,7 105,2/92,0 1-2 
2,0 14,5/14,1 10,0/9,5 97,7/85,6 1-3 
1,0 15,3 10,6 121,0 1-4 
2,0 13,5/12,6 9,4/8,4 85,8/71,5 1-5 
IVP2-Gruppe 
1,0 14,2 10,1 93,3 2-1 
1,0 15,6 10,5 115,4 2-2 
1,1 13,1/12,7 9,0/8,5 77,3/63,4 2-3 
1,0 15,1 10,3 117,7 2-4 
1,1 14,0/14,0 10,0/10,3 94,8/97,7 2-5 
1,0 15,1 10,3 105,0 2-6 
MOET-Gruppe 
1,1 10,6/11,0 8,3/9,2 58,9/72,9 M-1 
1,0 11,0 9,3 78,2 M-2 
0,2 10,7/11,0 8,6/8,2 65,2/58,8 M-3 
0,1 10,9 8,3 61,7 M-4 
1,1 11,0/11,3 9,0/9,1 64,9/62,3 M-5 
* die Position vor dem Komma gibt die Anzahl der männlichen, die hinter dem Komma die der 
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3.2.3. Probenkonservierung 
Für die Untersuchungen mittels Immunhistochemie (IHC) wurden je Muttertier 
mindestens drei Plazentome entnommen. Diese wurden für 24 Stunden in 10%igem 
neutral gepuffertem Formalin fixiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die 
Kantenlänge der Gewebstücke maximal 0,5 cm betrug, um eine rasche Fixierung zu 
gewährleisten. Zur Auswaschung des Fixans wurden die Gewebestücke über 
mehrere Tage in 0,1 M Phoshatpuffer (pH 7,2) aufbewahrt. Die Pufferlösung wurde in 
diesem Zeitraum mehrfach gewechselt. Anschließend wurden die Gewebeproben 
jeweils für 24 Stunden in 30, 50 und 70%igem Alkohol dehydriert, danach erfolgte die 
Einbettung in Paraffin. 
Zur Erstellung von Expressionsprofilen im Verlauf der Gravidität und unter der 
Geburt wurden die für die Präparation von RNA vorgesehenen Gewebestücke der 
Plazentome in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. Die Plazentome aus den IVP- und MOET-Graviditäten wurden 
in RNAlaterTM (Ambion Biotechnologie GmbH, Wiesbaden) bei 4°C über Nacht 
inkubiert und dann bis zur RNA-Isolierung bei –80 °C gelagert. Für separate 
Untersuchungen der fetalen bzw. maternalen RNA-Expression wurden Plazentome 
manuell in die Anteile Kotyledone und Karunkel getrennt. Die so präparierten 
Probenanteile wurden für die RNA-Präparation wie oben für Gesamtplazentome 
beschrieben konserviert. 
 
3.2.4. Statistische Auswertung der Daten zu Größe und Gewicht der 
Feten aus den IVP- und MOET-Gruppen 
Die Daten zu Größe und Gewicht der Feten wurden freundlicherweise von 
Prof. Dr. Hiendleder für statistische Berechnungen im Zusammenhang mit den 
eigenen Untersuchungen zur Verfügung gestellt. In der statistischen Auswertung 
sollte auf Unterschiede phänotypischer Merkmale zwischen den Versuchsgruppen 
untersucht werden. 
Dazu wurde auf einen Einfluss der Versuchsgruppe (IVP1-, IVP2- oder MOET-
Gruppe) und der Fetenzahl (Einling/Zwilling) auf die fetalen Größenparameter 
(Scheitel-Steiß-Länge [SSL], Brustumfang [BU], Gewicht und den Quotienten 
BU/SSL) in zweifaktoriellen Varianzanalysen mit Wechselwirkung zwischen 
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3.3.1. Qualitativer Nachweis von Zielgen-mRNA mittels konventioneller 
RT-PCR 
3.3.1.1. RNA-Isolierung aus den Plazentomen 
Die bei –80 °C gelagerten Gewebeproben wurden mit steriler Aluminiumfolie 
umwickelt und in flüssigen Stickstoff verbracht. Durch Schläge mit einem sauberen 
Hammer erfolgte die mechanische Vorzerkleinerung. Die Gewebesplitter wurden in 
einen vorgekühlten und in einem Eisbad platzierten Mörser überführt und unter 
Verwendung eines vorgekühlten, sterilen Pistills unter flüssigem Stickstoff mit 
mechanischem Druck weiter zerkleinert. Das hieraus entstandene Gewebepuder (ca. 
100 mg) wurde in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 1 ml Trizol® gegeben und 
die Homogenisierung mittels eines Ultra-Turrax® T-8 (IKA-Werk GmbH, Staufen) 
weiter fortgeführt. 
 
Die weitere Gesamt-RNA-Isolierung mittels der Trizol-Methode erfolgte in 
Anlehnung an das Protokoll des Trizol®-Reagenz-Herstellers (BibcoBRL, Life 
Technologies). 
Die in Trizol® homogenisierten und gelösten Proben wurden mit 300 µl 
eisgekühltem (-20 °C) Chloroform (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) versetzt und durch 
kräftiges Schütteln vermischt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden die Phasen 
durch Zentrifugation (12400 g, 15 min, 4°C) getrennt. Die wässrige obere Phase 
(RNA-haltig) wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Für die RNA-Fällung wurde ein gleicher Volumenteil Isopropanol (Roth GmbH & Co., 
Karlsruhe) zugegeben und die Probe für 30 min bei –20 °C stehen gelassen. Die 
Probe wurde anschließend bei 14810 g für 10 min bei 4°C zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Zweimaliges Waschen des Sediments mit eiskaltem 70%igem 
Ethanol (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) entfernte zelluläre Verunreinigungen. Das 
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Pellet wurde etwa 10 min bei Raumtemperatur getrocknet, bis der Ethanolgeruch 
verstrichen war. Die Resuspension erfolgte in 50 µl DEPC-Wasser. 
Zum Schutz der frisch gewonnenen resuspendierten RNA vor enzymatischem 
Abbau wurde 1 U/ml RNase-Inhibitor (MBI-Fermentas, St. Leon-Rot) zugesetzt.  
Die Konzentration der Gesamt-RNA (ng/µl) wurde mittels eines UV-
Spektrophotometers (BioPhotometer, Eppendorf® AG, Hamburg) bestimmt. Hierzu 
wurde eine 1:20-Verdünnung der RNA mit DEPC-Wasser hergestellt und die 
Extinktion bei 260 nm in einer Kunststoff-Einmalküvette (Eppendorf Uvette® 220 – 
1600 nm, Westbury, USA) gemessen. Aus der ermittelten Extinktion wurde die 
Gesamt-RNA Konzentration berechnet. DEPC-Wasser diente als Leerwert. 
Mittels der gemessenen RNA Konzentration wurde eine Arbeitsverdünnung 
von 0,2 µg Gesamt-RNA/µl hergestellt, die bis zur weiteren Verwendung bei –20°C 
gelagert wurde. Die unverdünnte RNA-Stammlösung wurde bei –80°C bis zur 
weiteren Verwendung aufbewahrt. 
 
3.3.1.2. Konventionelle RT-PCR 
 Experimente unter Verwendung der konventionellen RT-PCR wurden zu 
folgenden Zwecken durchgeführt: 
-  Qualitative Bestätigung der Zielgen-Expression vor der Etablierung der Real-
Time RT-PCR-Methode. Dies war vor allem für solche Parameter von 
Bedeutung, über deren Expression in der Rinderplazenta zu Beginn der 
eigenen Arbeit keine Informationen vorlagen (IGFBP-1 bis -7). 
-  Überprüfung der für die Real-Time RT-PCR selbst entwickelten Primerpaare 




Zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse durch Amplifikation genomischer 
DNA in der Probe wurde vor jeder RT-PCR eine DNase-Behandlung der 
gewonnenen RNA durchgeführt. 
Alle zur DNase-Behandlung nötigen Pipettiervorgänge erfolgten auf Eis. In 
0,25 ml Plastikreaktionsgefäßen wurde zunächst ein DNase-Mix (Biozym Diagnostik 
GmbH, Hessisch Oldendorf) angesetzt (Zusammensetzung Tab. 3.5). Zum DNase-
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Mix (Gesamtvolumen 3,25 µl) wurden 6,65 µl RNA-Lösung (0,2 µg/µl) zugegeben, 
somit ergibt sich ein Endvolumen von 9,9 µl. 
 
Tab. 3.5: Zusammensetzung des DNase-Mix für die DNase-Behandlung  
Komponenten Einfacher Ansatz Stammlösung 
MnCl2 1 µl 10 mM 
PCR-Puffer 1 µl 10 x 
DNase I – RNase-frei 1 µl 10 U / µl 
RNase-Inhibitor 0,25 µl 40 U / µl 
Gesamtvolumen 3,25 µl  
 
Für die DNase-Behandlung wurde ein T1 Thermocycler 48 (Whatman 
Biometra, Göttingen) mit folgenden Reaktionsbedingungen programmiert: 
 
Schritt 1: 10 min 37,0°C 
Schritt 2: 5 min  75,0°C 
Schritt 3: abkühlen auf   4,0°C 
 
Nach der DNase-Behandung ist die RNA nur für eine kurze Zeit stabil, so dass 
die im Anschluss anstehende Reverse Transkription (RT) unmittelbar durchgeführt 
werden musste. 
 
3.3.1.2.2. Reverse Transkription (RT) 
Die cDNA-Synthese wurde unter Verwendung des RT-PCR Core Kits (Perkin 
Elmer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) in Anlehnung an das 
Herstellerprotokoll durchgeführt. Als Startprimer für die Reaktion wurden unspezifisch 
bindende Primer (Random Hexamers) aus dem oben genanntem Kit verwendet. 
Um die Stabilität aller Komponenten zu gewährleisten, erfolgten alle 
Pipettiervorgänge auf Eis. Pro Ansatz wurde 1,5 µl der DNase behandelten RNA-
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Tab. 3.6: Zusammensetzung des RT-Mastermix für die Reverse Transkription 
Komponenten Einfacher Ansatz Stammlösung 
MgCl2 2 µl 25 mM 
PCR-Puffer 1 µl 10 x 
dNTP-Mix 1) 4 µl 10 mM 
Random Hexamers 0,5 µl 50 µM 
RNase-Inhibitor 0,5 µl 20 U/µl 
Reverse Transkriptase 0,5 µl 50 U/µl 
Gesamtvolumen 8,5 µl  
1) Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix 
 
Nach Zugabe von 1,5 µl RNA-Lösung wurde die Probe anschließend in den 
T1 Thermocycler 48 (Whatman Biometra, Göttingen) verbracht und wie folgt 
behandelt: 
 
Schritt 1: 8 min  21°C (Oligo-Primer-Hybridisierung) 
Schritt 2: 15 min 42°C (Transkription) 
Schritt 3: 5 min  99°C (Beendigung der Transkription und  
Zerstörung der Oligo-Primer) 
Schritt 4: 5 min    5°C 
Schritt 5: abkühlen auf   4°C 
 
Die bei der RT synthetisierte cDNA ist stabil und wurde bis zur weiteren 
Verwendung bei –20°C gelagert. 
 
3.3.1.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
Für die qualitative Hot-Start PCR wurden 10 µl der cDNA-Lösung (Abschnitt 
3.3.1.2.2.) mit 40 µl Primer-Mix (Zusammensetzung Tab. 3.7b) vermischt. Der 
Primer-Mix bestand aus einer Pufferlösung (PCR-Prämix; Zusammensetzung Tab. 
3.7a), einem genspezifischen Primerpaar und der thermostabilen DNA-Polymerase 
(GOLD AmpliTaq®).  
Die rinder- bzw. schafspezifischen Primerpaarsequenzen für die Amplifikation 
von Insulin-like Growth Factor 1 und 2 (IGF1 und IGF2), der beiden Rezeptoren 
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(IGF1-R und IGF2-R), der sieben Insulin-like Growth Factor Bindungsproteine 
(IGFBP 1-7) sowie von ß-Aktin sind in Tabelle 3.8 mit der entsprechenden 
Annealingtemperatur, der Amplikonlänge (bp) und der Accession-Nummer der 
zugrunde liegenden Nukleotidsequenzen in der Genbank aufgeführt. Die 
verwendeten Primer wurden mit Hilfe einer Computer-Software (Oligo Analyzer 
1.0.2/Oligo Explorer 1.1.0, Freeware aus dem Internet; © Teemu Kuulasma, 
University of Kuopio, 70211 Kuopio, Finnland) erstellt oder der Literatur entnommen 
und von der Firma Eurogentec, Seraing, Belgien synthetisiert. 
 
Tab. 3.7a: Zusammensetzung des PCR-Prämix 
Komponenten Einfacher Ansatz Stammlösung 
MgCl2 2 µl 25 mM 
PCR-Puffer 4 µl 10 x 
DEPC-Wasser 32,75 µl  
Gesamtvolumen 38,75 µl  
 
Tab. 3.7b: Zusammensetzung des Primer-Mixes 
Komponenten Einfacher Ansatz Stammlösung 
PCR-Prämix 38,75 µl -- 
Primer-Vorverdünnungsmix a) 1 µl 10 pmol/µl 
GOLD AmpliTaq®  0,25 µl 5 U/µl 
Gesamtvolumen 40 µl  
a)  Sense- und Antisense-Primer (jeweils 20 pmol/µl in DEPC-Wasser) wurden vorab in gleichen 
Anteilen gemischt, so dass beide Primer in dem Primer-Verdünnungsmix in einer Konzentration 
von 10 pmol/µl vorliegen 
 
Bei jeder PCR wurde als Positivkontrolle das House-keeping Gene ß-Aktin 
mitgeführt, um die Integrität der verwendeten cDNA zu überprüfen. Als 
Negativkontrolle wurde anstelle der RNA DEPC-Wasser bei der DNase-Behandlung 
eingesetzt und in den folgenden Schritten bis zur Amplifikation wie eine Probe 
behandelt. Hierdurch können eventuelle Kontaminationen mit RNA oder DNA von 
Substraten und Lösungen erkannt und ausgeschlossen werden. 
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Die Reaktionsbedingungen für die PCR lauteten wie folgt: 
 
Schritt 1: 10 min 95°C        (Initiale Denaturierung & Aktivierung) 
Beginn der Zyklen 
Schritt 2: 1 min  94°C        (Denaturierung) 
Schritt 3: 2 min  primerpaarabhäng. (Primer-Hybridisierung) 
    Temperatur 
Schritt 4: 1,5 min 72°C        (Polymerisation) 
35 Wiederholungen der Schritte 2 - 4 
Ende der Zyklen 
Schritt 5: 10 min 72°C        (finale Polymerisation) 
Schritt 6: abkühlen auf   4°C        (bis zur Entnahme) 
 
3.3.1.2.4. Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte 
Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. 
Dazu wurden 1,82 g Agarose (GibocBRL, Life Technologies) in 91 ml 1x TBE Puffer 
aufgekocht und darin gelöst. Aus dieser Zusammensetzung resultiert ein 2%iges 
Agarosegel. Nach Abkühlung auf ca. 60–80°C wurden 1,8 µl 1%ige Ethidiumbromid-
Lösung (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) zugesetzt, gründlich vermischt und das 
flüssige Gel in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer (Keutz, Labortechnik 
GmbH, Reiskirchen) ausgegossen und bis zum endgültigen Verfestigen bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Zur Ausbildung der gewünschten Geltaschen 
wurde ein 20-zähniger Kamm vor dem Erstarren eingesetzt. Anschließend wurde das 
Gel in die Elektrophoresekammer verbracht und diese mit 1x TBE Puffer gefüllt, bis 
der Flüssigkeitsspiegel 0,5 cm oberhalb des Gels lag. 
 
In die Geltaschen wurden jeweils ein Gemisch aus 15 µl des PCR-Produktes 
und 1,5 µl Ladepuffer (6x Loading Dye Solution; MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
pipettiert. Zur Größenbestimmung des Amplikons wurde 1 µl eines DNA-
Größenstandards (100 bp DNA Ladder; GeneRulerTM, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
mit 1,5 µl Ladepuffer und 7 µl DEPC-Wasser versetzt und flankierend in die äußeren 
Geltaschen eingebracht. Die Auftrennung der DNA erfolgt bei einer Spannung von 
125 V und 300 mA Stromstärke (Stromversorgung: Power Supply LKB Bromma, 
Golden, USA) für 30 min. Die Detektion der elektrophoretisch getrennten Proben 
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erfolgte im UV-Transluminator Biostep (Biostep GmbH, Jansdorf) bei einer 
Wellenlänge von 312 nm aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaften des 
Ethidiumbromids, welches in die DNA interkaliert.  
Die Gele wurden mittels des Phoretix TotalLab (Biostep, Labor- und 
Systemtechnik GmbH, Jahnsdorf) und der entsprechenden Fotosoftware (Phoretix 
Grabber 3.01, Biostep, Labor- und Systemtechnik GmbH, Jahnsdorf) fototechnisch 
dokumentiert. 
 
Tab. 3.8:  Übersicht über die in der qualitativen PCR verwendeten Primer, deren 
  Annealing-Temperatur sowie die Länge der jeweils gebildeten Produkte 








(for) ACA AAC CCC ACC CAC AAA G 
(rev) GAA GCA GCA CTC ATC CAC GA 63 353 XM-612412 
IGF2 
(for) TGG TGC TTC TTG CCT TCT TG 
(rev) GCT GCG TCG GTT TAT GAG G 60 161 NM-174087 
IGF1-R 
(for) TGC TGG ACA CCT ACA ACA TC 
(rev) CAA AGA CAA AGT TGG AGG 58 192 XM-590355 
IGF2-R 
(for) GTG GGA AAA CCT TGG GAA CT 
(rev) GCC TGT CAT TGC TCA CGA G 60 378 NM-174352 
IGFBP-1 
(for) TGC GAT GAG GCT ACA GAT AC 
(rev) CCA CTC CAA GGG TAG ACA C 58 389 NM-174554 
IGFBP-2 
(for) AGA AGG TCA CGG AGC AGC A 
(rev) ACA CCA GCA CTC CCC ACG C 63 278 NM-174555 
IGFBP-3 
(for) GAG GAA ATG GCA GTG AGT C 
(rev) TAT TCT GTC TCA CGC TTG GA 58 229 NM-174556 
IGFBP-4 
(for) ACA AGG CGT GTG CAT GGA 
(rev) GGG TGA GTA GGT CTC CTC T 60 427 
Hastie et al. 
(2004) 
IGFBP-5 
(for) TCG TGC GGC GTC TAC ACT 
(rev) GGG TGA GTA GGT CTC CTC T 60 207 
Hastie et al. 
(2004) 
IGFBP-6 
(for) GAA TCC GAA GGA GAG TAA GCG C 
(rev) GTC ACA ATT GGG CAC GTA GAG TG 63 229 
Hastie et al. 
(2004) 
IGFBP-7 
(for) GGT GCC CAG GTG TAT TTG A 
(rev) CAT ATT CTC CGG CAT CTT CC 58 220 XM-868373 
ß-Aktin 
(for) ACC AAC TGG GAC GAC ATG GAG 
(rev) GCA TTT GCG GTG GAC AAT GGA 58 - 63 890 
Shemesh et 
al. (1997) 
for = forward;  rev = reverse;  bp = base pair; 
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3.3.1.2.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die PCR-Produkte (siehe Abschnitt 3.3.1.2.3.) wurden anschließend durch 
Sequenzierung auf ihre Spezifität kontrolliert. Die Sequenzierung erfolgte bei der 
Firma SRD-Scientific Research and Development GmbH (Oberursel). Hierzu musste 
das Amplikon in gereinigter Form vorliegen. Für die Aufreinigung der DNA-
Fragmente aus einem 2%igem Agarosegel wurde der Qiaex II Gelextraktions Kit 
(Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Die aufgetrennten DNA-Fragemente wurden 
mittels UV-Licht in einem Ethidiumbromid-gefärbten Gel bei 312 nm sichtbar 
gemacht und mit Hilfe eines sterilen Skapells so genau wie möglich ausgeschnitten. 
Das Gelstück wurde in ein Eppendorfgefäß überführt und das Gewicht bestimmt. Die 
anschließenden Extraktionschritte erfolgten nach Angaben des Kit-Herstellers 
(Qiagen GmbH, Hilden). 
 
3.3.2. Quantitative Messung der Expression auf mRNA-Ebene mittels 
Real-Time RT-PCR 
Die quantitative Real-Time PCR zur Bestimmung der relativen Expression der 
Zielgene (IGF1, IGF2, IGF1-R, IGF2-R und IGFBP 1-7) erfolgte nach dem TaqMan-
Sonden-Verfahren. 
Zur Erstellung von Expressionsprofilen im Verlauf der Gravidität und unter der 
Geburt wurden Untersuchungen an Gesamtplazentomen zu allen beprobten 
Trächtigkeitsstadien durchgeführt. Parallel dazu erfolgten separate Messungen in 
Kotyledonen- und Karunkelgewebe. Da bei einer Trächtigkeitsdauer von weniger als 
100 Tagen keine ausreichend saubere Trennung von fetalem und maternalem 
Plazentomanteil erzielt werden konnte, wurde bei diesen Tieren (1. Trimester) auf 
eine separate Erfassung der Expression in Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe 
verzichtet (Tab. 3.9). Auch bei den am 80. Graviditätstag beprobten Tiere der IVP- 
bzw. MOET-Gruppen (Tab. 3.4) erfolgten aus diesem Grund die Messungen 
ausschließlich an Gesamtplazentomen. 
Für die Real-Time PCR muss analog zur konventionellen RT-PCR die mit 
DNase vorbehandelte RNA in ein geeignetes Template (cDNA) mittels Reverser 
Transkriptase umgeschrieben werden. Dies erfolgte nach den in den Kap. 3.3.1.2.1. 
und 3.3.1.2.2. für die konventionelle RT-PCR beschriebenen Verfahren. 
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Tab. 3.9: Übersicht der zur Erstellung von Trächtigkeitsprofilen mittels Real-Time 
RT-PCRs verwendeten Proben. Nähere Angaben zu den aufgeführten 
Proben finden sich im Abschnitt 3.2.1. 
Messung in Gesamtplazentomen Messung in 

























3.3.2.1. TaqMan-Sonden Verfahren 
Wie bei der konventionellen PCR wird auch in diesem Verfahren ein 
sequenzspezifisches Primerpaar zur Amplifikation genutzt. Zusätzlich wird für die 
Reaktion ein weiteres kurzes Oligionukleotid benötigt, welches als Gensonde 
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spezifisch zwischen den entsprechenden Primerpaaren an die DNA-Matrize bindet. 
Dieses Oligonukleotid wird als TaqMan-Sonde bezeichnet. Es ist am 5´-Ende mit 
einem Fluoreszenzfarbstoff (Carboxylfluorescein; „6-FAM“) markiert und trägt am 3´-
Ende eine Fluoreszenz-löschende Verbindung (Carboxyltetramethyl-Rhodamin; 
„TAMRA“), den so genannten Quencher.  
 
Befindet sich die gesuchte Ziel-cDNA im PCR-Ansatz, verlängert die Taq-
Polymerase komplementär die Sequenz ausgehend von den spezifisch gebundenen 
Primern. Bei dieser Synthese stößt die Taq-Polymerase auf die ebenfalls spezifisch 
gebundene Sonde, welche hierdurch abgebaut wird. Dieser Abbau bewirkt eine 
Trennung des Fluoreszenzfarbstoffes (F) und des Quenchers (Q). Bei Anregung 
kann nun ein Fluoreszenzsignal gemessen werden, welches positiv mit der PCR-
Produktzunahme korreliert. Bei diesem Verfahren macht man sich die 5´-3´-
Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase zunutze, die nur bei einem DNA-
Doppelstrang funktioniert, sodass ungebundene Sonden nicht abgebaut werden und 
somit keine falsch positiven Signale verursachen können. 
 
3.3.2.2. Real-Time RT-PCR 
3.3.2.2.1. Durchführung der Real-Time RT-PCR 
Zur Durchführung der Real-Time RT-PCR fand der TaqMan® qPCR Master 
Mix der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) Verwendung. 
Die Gesamt-RNA jeder Probe wurde wie in Kap. 3.3.1.2.1. und 3.3.1.2.2. 
beschriebenen präpariert und in cDNA umgeschrieben. Der Reaktionsansatz für die 
Real-Time PCR ist in Tab. 3.10 aufgelistet. Zu den 20 µl Reaktionsansatz wurden 5 
µl cDNA-Lösung zugegeben. Jede Probe wurde in einer Doppelbestimmung 
analysiert. 
Unter Verwendung von 96-well optical plates (Applied Biosystems, Darmstadt) 
wurde die Real-Time PCR in dem automatischen Fluorometer ABI PRISMTM 5700 
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Tab. 3.10: Zusammensetzung des Real-Time RT-PCR-Reaktionsansatzes 
Komponenten Einfacher Ansatz Stammlösung 
qPCR Master Mix 12,5 µl 2 x 
Sense-Primer 1,5 µl 5 µM 
Antisense-Primer 1,5 µl 5 µM 
TaqMan-Sonde 1,0 µl 5 µM 
DEPC-Wasser 3,5 µl  
Gesamtvolumen 20,0 µl  
 
Schritt 1: 10 min 95°C       (Initiale Denaturierung) 
Beginn der Zyklen 
Schritt 2: 15 sek 95°C       (Denaturierung) 
Schritt 3: 1 min  60°C       (Primer-Hybridisierung & Polymerisation) 
40 Wiederholungen der Schritte 2-3 
Ende der Zyklen 
 
In der Tabelle 3.11 sind die sequenzspezifischen Primer und die TaqMan-
Sonden dargestellt, welche mit Hilfe der Primer Express Software (Version 2.0, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ausgewählt wurden. Die Primer und die 
Sonden wurden bei der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) synthetisiert. 
Vor dem Einsatz in der Real-Time PCR wurden diese Primer mittels 
konventioneller RT-PCR (Kap. 3.3.1.2.3.) getestet und die jeweiligen Produkte auf 
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Tab. 3.11: Übersicht der Sequenzen der in der Real-Time RT-PCR verwendeten 
Primer (for bzw. rev) und TaqMan-Sonden (pro) 





(for) AGC AGG TGA AGA TGC CCA TCA CA 
(rev) GGT GAA GGC GAG CAA GCA 






(for) TGC CTC TAC GAC CGT GCT T 
(rev) GAC TGC TTC CAG ATG TCA TAT TGG 






(for) GCT CAA CCC AGG GAA CTA CAC A 
(rev) GAT CCG TCC ACG ACC CAT T 






(for) CCA GCA CTT CAG TCG CAA A 
(rev) GGT CGC CAT CTT GAA CGT 






(for) TGT CCC CAG AGA GCT CAG AGA TA 
(rev) CAC TGG ACT CGG CCA TCA A 






(for) ATG CGC CTT CCG GAT GA 
(rev) GGC CAT GCT TGT CAC AGT TTG 






(for) CAG CCT CTG GTT GGA TCC AT 
(rev) GGT AGG CGG AAC ATC TTT GAG A 






(for) GCA AGT GCC TGC AGA AGC A 
(rev) GCG CCC CGA TGA CCT T 






(for) GGG TTT GCC TGA ACG AAA AG 
(rev) TCG TGC TCA CGG GAG TCT CT 






(for) AAG GAG AGT AAG CCC CAA GCA 
(rev) CCC CGA GTT CCT CTG TTG GT 






(for) TGA GTG CCA TGC ATC CAA TT 
(rev) TCA TGT AAG GCA TCA ACC ACT GT 






(for) GCG ATA CTC ACT CTT CTA CCT TCG A 
(rev) TCG TAC CAG GAA ATG AGC TTC AC 




Schuler et al. 
(2005) 
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3.3.2.2.2. Auswertung der Real-Time RT-PCR 
Hinsichtlich der Expressionsquantifizierung von Zielgenen mittels Real-Time 
RT-PCR kann man in eine absolute und eine relative Quantifizierung unterscheiden. 
Bei der absoluten Quantifizierung wird die Kopiezahl des gesuchten Genes in der 
absoluten Menge angegeben, hierfür wird jedoch zur Regressionsgradenberechnung 
ein genauer Standard benötigt. Bezieht man die Expression des Zielgenes auf ein 
Referenzgen (House-keeping Gene), spricht man von der relativen Quantifizierung. 
Bei der Wahl des House-keeping Genes ist wichtig, dass es in dem untersuchten 
Gewebe möglichst konstant exprimiert wird. Zielgen und Referenzgen sollten in der 
PCR vergleichbare Reaktionseffizienzen zeigen, da nur so eine ausreichend exakte 
relative Quantifizierung möglich ist. 
In der vorliegenden Arbeit kam Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
(GAPDH) als House-keeping Gene für die relative Quantifizierung zum Einsatz. 
Durch die fluoreszierende Eigenschaft der TaqMan-Sonde nach Abbau durch 
die Taq-Polymerase wird der Fluoreszenz-Schwellenwert als Basis für die 
Berechnung der Quantifizierung herangezogen. Dieser Schwellenwert wird als 
Threshold-Cycle (CT-Wert) bezeichnet und ist dem PCR-Zyklus gleichzusetzen, bei 
dem das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Wegen 
der geringen Templatekonzentration im Reaktionsansatz zu Beginn der PCR ist eine 
spezifische Fluoreszenz zunächst nicht detektierbar, somit wird lediglich die 
Hintergrund- oder Basisfluoreszenz gemessen. Am CT-Wert ist die Amplifikation 
(Bildung von doppelsträngiger cDNA) exponentiell und wird in dieser Phase nicht 
durch Primer- oder Nukleotidmangel sowie durch nachlassende Enzymaktivität 
eingeschränkt. Der CT-Wert ist umgekehrt proportional zum Logarithmus der 
ursprünglichen cDNA-Konzentration, welche in den Versuchansatz einpipettiert 
wurde. Damit gilt: je höher die initiale Template-Konzentration ist, umso weniger 
Zyklen werden benötigt, um ein signifikantes Fluoreszenzsignal zu detektieren und 
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Zur Ermittlung der relativen Expression des gesuchten Zielgenes wird im 
ersten Schritt der ∆CT-Wert des Zielgens gegen das Referenzgen (GAPGH) 
normalisiert: 
∆CT = CT Zielgen  - CT GAPDH 
 
Die Darstellung der relativen Genexpression erfolgt in Beziehung zu einem 
Kalibrator. Als Kalibrator dient die Probe mit der niedrigsten Expression des Zielgens, 
das bedeutet die Probe mit dem höchsten CT-Wert. Dieser Wert (∆CT Kalibrator) wird 
nun von den ∆CT-Werten sämtlicher Proben subtrahiert: 
∆∆CT = ∆CT Targetgene - ∆CT Kalibrator    
 
Durch den nun ermittelten ∆∆CT kann schließlich die relative Genexpression 
(RGE) berechnet werden: 
RGE = 2(-∆∆CT) 
 
Mit der RGE wird die n-fache Überexpression eines Genes im Vergleich zu 
der Probe mit der geringsten Expression angegeben (Kalibrator). Da der ∆∆CT des 
Kalibrators 0 ist, ergibt sich für ihn ein RGE-Wert von 1. 
Bei der getrennten Messung nach Karunkel und Kotyledone wurde für die 
Auswertung der Kalibrator aus den Messungen an Gesamtplazentomen angewendet. 
Hierdurch können RGE-Werte entstehen, die kleiner 1 sind. Dieses gilt auch für die 
Ermittlung der RGE-Werte bei den Gruppen IVP-1, IVP-2 und MOET. 
 
3.3.2.3. Statistische Auswertung der mittels Real-Time RT-PCR 
gemessenen relativen Genexpression 
Die Werte für die relative Genexpression wurden in den einzelnen Gruppen 
(G.1, G.2, G.3, PP und T sowie IVP-1-, IVP-2- und MOET-Gruppe) geometrisch 
gemittelt ( g), da es sich um eine relative Änderung im Verhältnis zum Kalibrator 
handelt. Die Variabilität der Stichproben wurde durch den einfachen Streubereich 
( g·SF±1) dargestellt.  
 
Bezüglich der Trächtigkeitsprofile, die unter Verwendung von 
Gesamtplazentomen als Probenmaterial erstellt wurden, erfolgte die Prüfung auf 
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einen Einfluss des Trächtigkeitsstadiums mittels einfaktorieller ANOVAs, da jeweils 
mehr als zwei unverbundene Stichproben vorlagen. Bei einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 schloss sich ein paarweiser Gruppenvergleich 
mittels Tukey-Kramer-Test an (Software: Statistical Software GraphPad3; GraphPad 
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Die Daten zur relativen Genexpression aus 
Untersuchungen an Kotyledonen- bzw. Karunkelproben wurden zweifaktoriellen 
Varianzanalysen mit Messwiederholung bezüglich des Faktors „Gewebeherkunft“ 
unterzogen, um neben dem Trächtigkeitsstadium auf einen Einfluss der fetalen und 
der maternalen Herkunft zu prüfen (Software: BMDP2V; BMDP Statistical Software, 
Inc.). 
 
Die Daten zur relativen Genexpression aus Untersuchungen an IVP- bzw. 
MOET-Graviditäten wurde durch einfaktorielle ANOVAs auf einen Einfluss des 
Verfahrens der Embryoproduktion (IVP1, IVP2, MOET) geprüft (Software: BMDP2V; 
BMDP Statistical Software, Inc.). Beim Auftreten von Signifikanzen (p<0,05) wurden 
die Versuchsgruppen paarweise mittels Tukey-Test verglichen (Software: BMDP7D; 
BMDP Statistical Software, Inc.). Weiterhin wurden Korrelationsanalysen zwischen 
der relativen Genexpression und den fetalen Größenparametern (Scheitel-Steiß-
Länge (SSL), Brustumfang (BU), Verhältnis BU/SSL) bzw. dem Gewicht 
durchgeführt, wobei die Daten aller drei Versuchsgruppen gepoolt wurden. Bei 
signifikanten Korrelationen zwischen Genexpression und fetalen Größenparametern 
bzw. dem Fetusgewicht wurden die Korrelationskoeffizienten und 
Regressionsgeraden ermittelt (Software: BMDP6D; BMDP Statistical Software, Inc.) 
 
Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wird in den Befundbeschreibungen mit 
folgenden Bedeutungen angegeben: p < 0,05 = „signifikant“, p < 0,01 = „hoch 
signifikant“ und p < 0,001 = „höchst signifikant“. P-Werte zwischen 0,05 und 0,1 
werden als „statistisch auffällig“ bezeichnet, da ein eventuell bestehender 
Unterschied möglicherweise aufgrund der für die eigenen Untersuchungen zur 
Verfügung stehenden, relativ geringen Probenzahl nicht als statistisch signifikant 
erkannt wurde. 
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3.3.3. Immunhistochemische Untersuchungen 
Für den immunhistochemischen Nachweis von IGF1, IGF2, IGF1-R und IGF2-
R in formalinfixierten, paraffineingebetteten Plazentaproben kamen zwei 
unterschiedliche Protokolle zum Einsatz. Für IGF1, IGF2, IGF1-R (alpha-
Untereinheit) und IGF1-R (beta-Untereinheit) wurde das immunhistochemische 
Protokoll an die von Kölle et al. (1997) publizierte Methode angelehnt (Kap. 3.3.3.1.). 
Die Darstellung des IGF2-R richtete sich nach dem von Hoffmann und Büttner (1998) 
beschriebenen Verfahren (Kap. 3.3.3.2.). Die verwendeten Primärantikörper sind in 
Tab 3.12 aufgeführt. 
 
Tab. 3.12: Übersicht der in der Immunhistochemie verwendeten Primärantikörper 
und Isotypenkontrollen 






Santa Cruz Aminosäuren 49-118 







Santa Cruz Aminosäuren 78-180 














































Mab IgG1 Dianova 
GmbH, 
Hamburg 
irrelevant 1:1000 Kaninchen 
monoklonal 
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3.3.3.1.  Immunhistochemische Darstellung von IGF1, IGF2 und IGF1-R 
Es wurden formalinfixierte, paraffineingebettete Gewebeproben verwendet. 
Die 4 µm dicken Gewebeschnitte wurden auf SuperFrost-Plus Objektträger (Menzel 
Gläser, Braunschweig) aufgezogen und bei 37°C für 2 Stunden getrocknet.  
Die Entparaffinierung erfolgte für 3 x 10 min in Xylol (Raumtemperatur). Durch 
eine absteigende Ethanolreihe (je 2 x 5 min in absolutem, 1 x 5 min 90%igem, 1 x 5 
min 80%igem und 1 x 5 min 70%igem Ethanol) und durch Waschung für 5 min in 
Aqua dest wurden die Schnitte rehydriert.  
Um die endogene Peroxidase zu blocken, wurden die Schnitte für 30 min in 
1%igem eiskaltem (-20°C) H2O2-Methanol inkubiert. Im Anschluss wurden die 
Schnitte 3 x 5 min in PBS-Puffer und 1 x 5 min in PBS-Puffer + bovines 
Serumalbumin (1 g auf 70 ml PBS-Puffer) gewaschen. Unspezifische 
Proteinbindungsstellen wurden durch eine 20minütige Inkubation mit 10% 
Ziegenserum (Vectastain® PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit; Vector Laboratories 
Inc., Burlingame, USA) in PBS-Puffer blockiert.  
 
Nach dem Blocken der unspezifischen Bindungsstellen wurden die Proben mit 
dem jeweiligen Primärantikörper bei 4°C über Nacht in einer feuchten Kammer 
inkubiert. Die Verdünnung der Antikörper für IGF1, IGF2 und der beiden IGF1-R 
Untereinheiten erfolgte in PBS-Puffer in den in Tab. 3.12 angegebenen 
Verdünnungen. In den Negativkontrollen wurden unspezifische Antikörper in der 
jeweils gleichen Verdünnung in PBS-Puffer eingesetzt. 
Nichtgebundene Primärantikörper wurden nach Ablauf der Inkubationsdauer 3 
x 5 min in PBS-Puffer abgewaschen und die Schnitte anschließend mit dem 
Sekundärantikörper für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Zweitantikörper 
diente ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikörper aus dem Vectastain® 
PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA), 
welcher in PBS-Puffer 1:200 verdünnt wurde. Nach weiteren Waschungen (3 x 5 
min) in PBS-Puffer wurden die Schnitte mit dem Peroxidase-konjungierten Avidin-
Biotin-Komplex aus oben genanntem Kit nach Angaben des Herstellers für 30 min 
bei Raumtemperatur überschichtet. Danach wurde durch mehrmalige Spülungen in 
PBS-Puffer überschüssiger, nicht gebundener Avidin-Biotin-Komplex entfernt. Die 
Lokalisation des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes wurde durch Inkubation in der 
Substratlösung (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol; Peroxidase-Substratkit-AEC; BioPrime, 
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Kronshagen) nachgewiesen. Die Beendigung der Farbreaktion erfolgte durch 
Spülung unter fließendem Wasser. Nach einer Gegenfärbung mit Hämatoxilin (1:4; 
Merck, Darmstadt) wurden die Schnitte in Kaisers Glyceringelatine (Merck, 
Darmstadt) eingedeckt. 
Da AEC eine relativ instabile Farbreaktion bewirkt, wurden die Schnitte 
innerhalb von zwei Wochen nach der immunhistochemischen Färbung mikroskopisch 
untersucht und ausgewertet. 
 
3.3.3.2.  Immunhistochemische Darstellung des IGF2-R 
Die Schnittanfertigung erfolgte nach dem in Kap. 3.3.4.1.1. aufgeführten 
Verfahren. 
Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte für 2 x 10 min in Xylol 
(Raumtemperatur) inkubiert. Durch eine absteigende Ethanolreihe (je 2 x 2 min in 
absolutem, 95%igem und 70%igem Ethanol) und Waschung für 5 min in fließendem 
Leitungswasser wurden die Schnitte rehydriert.  
Für die Demaskierung der Epitope wurden die Schnitte in Citratpuffer (10 mM, 
pH 6,0) für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 3 x 5 min in 
vorgeheiztem Citratpuffer in der Mikrowelle bei 560 Watt gekocht. Die durch den 
Kochvorgang verdampfte Flüssigkeit wurde zwischen den Erhitzungsschritten durch 
destilliertes Wasser ersetzt. Zur Abkühlung wurden die Schnitte für 20 min bei 
Raumtemperatur in Citratpuffer und anschließend 5 min unter fließendem Wasser 
gewaschen. Eine 30minütige Inkubation mit 0,3%igem Wasserstoffperoxid in 
absolutem Methanol blockierte die endogene Peroxidaseaktivität. Anschließend 
wurde die Wasserstoffperoxid-Methanol-Lösung von den Schnitten entfernt und 
diese in 0,3%igem Triton X-100 in IHC-Puffer (pH 7,2) für 5 min gewaschen. Zur 
Blockade unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Schnitte dann für 10 min 
mit 10%igem Ziegenserum (Vectastain® PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit; Vector 
Laboratories Inc., Burlingame, USA) inkubiert. 
Nach Entfernung des Blockungserums wurden die Proben mit dem 
Primärantikörper überschichtet und über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer 
inkubiert. Für den Primärantikörper wurde eine Verdünnung von 1:1000 in IHC-Puffer 
gewählt. Als Negativkontrolle diente ein irrelevanter monoklonaler Kaninchen-
Antikörper der IgG1-Subklasse (Mab IgG1; Dianova, Hamburg) in gleicher 
Proteinkonzentration (Tab. 3.12). 
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Der überschüssige Primärantikörper wurde nach der Inkubation durch 
zweimaliges Waschen in IHC-Puffer für 10 min entfernt und die Schnitte 
anschließend mit dem Sekundärantikörper für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Als Zweitantikörper diente ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikörper aus 
dem Vectastain® PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit (Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, USA), welcher in IHC-Puffer 1:200 verdünnt wurde. Nach einer weiteren 
10minütigen Waschung in IHC-Puffer wurden die Schnitte für 30 min bei 
Raumtemperatur mit dem Peroxidase-konjungierten Avidin-Biotin-Komplex aus dem 
oben genannten Kit nach Angaben des Herstellers überschichtet. 
Nicht gebundener Avidin-Biotin-Komplex wurde durch Spülung mit IHC-Puffer 
(10 min bei Raumtemperatur) entfernt und die Schnitte mit der Substratlösung 
(NovaRed substrate kit, Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) inkubiert. Die 
Farbreaktion wurde nach 5 min durch Spülung in fließendem Wasser gestoppt. Eine 
Gegenfärbung der Schnitte erfolgte mit Hämatoxilin (Verdünnung 1:4; Merck, 
Darmstadt). Durch eine ansteigende Alkoholreihe (jeweils 2 min in Ethanol 70%ig, 
80%ig, 90%ig und absolut) sowie durch eine anschließende Inkubation in Xylol (2 x 
10 min) wurden die Schnittpräparate dehydriert und anschließend mit Histokit 
(Assistent, Osterrode) eingedeckt. 
 
3.3.3.3.  Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen 
Die Beurteilung der immunhistochemisch gefärbten Präparate (siehe Kap. 
3.3.3.1. und 3.3.3.2.) erfolgte lichtmikroskopisch bei 200- bzw. 400-facher 
Vergrößerung mit einem Leica Leitz DM RM (Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, 
Wetzlar). Für die fototechnische Dokumentation wurde die Mikroskopkamera Leica 
DC300 (Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar) mit dazugehöriger PC-
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Für die semi-quantitative Auswertung der immunhistochemischen Reaktion 
wurde eine von Özgen et al. (1997) beschriebene Methode verwendet. Der von ihnen 
verwendete „Immunreaktive Score“ (IRS) geht auf eine Arbeit von Remmle und 
Stegner (1987) zur Beurteilung der Östrogenrezeptor-Expression in humanen 
Mammakarzinomen zurück. In den Plazentomproben wurde die Färbeintensität in 




- Gefäßwände (getrennt nach Intima, Media und Externa) 
- Kapillare 
- Karunkelepithel (getrennt nach Zytoplasma und Nukleus) 
 
Kotyledone 
- Stroma der Chorionzotten 
- Kapillare 
- einkernige Trophoblastzellen (getrennt nach Zytoplasma und Nukleus) 
- Trophoblastriesenzellen (getrennt nach Zytoplasma und Nukleus) 
 
Zunächst wurden für jeden Zelltyp die prozentualen Anteile negativer, 
schwach, mittel und stark gefärbter Zellen ermittelt. Im Gegensatz zu der von Özgen 
et al. (1997) beschriebenen Originalmethode erfolgte keine visuelle Schätzung, 
sondern eine genaue Auszählung anhand 400 ausgewerteter Zellen. Lediglich für die 
größeren Gefäße (mit Intima, Media und Externa) wurde die Verteilung der 
Signalintensitäten geschätzt. Hierdurch konnten mehr als 400 Zellen erfasst werden, 
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Im nächsten Schritt wurden diese prozentualen Anteile mit einem 
entsprechenden Wichtungsfaktor (SI-Wert; s. Tab. 3.13) multipliziert. Die 
Wichtungsfaktoren betrugen 0, 1, 5 bzw. 10 für eine negative, schwache, mittlere 
bzw. starke Farbreaktion. Die Summe dieser Produkte, geteilt durch 100 ergab dann 
den immunreaktiven Score (IRS), welcher Werte zwischen 0 (alle Zellen negativ) und 
10 (alle Zellen stark gefärbt) annehmen kann. 
 
3.3.3.4.  Statistische Auswertung der immunreaktiven Scores 
Die errechneten immunreaktiven Scores der erfassten Zelltypen wurden für 
die einzelnen Beobachtungsgruppen (G.1, G.2, G.3, PP und T) arithmetisch ( ) 
gemittelt. Die Variabilität der Messwerte in den Stichproben wurde durch die 
Standardabweichung (SD) dargestellt. Zur Prüfung der Abhängigkeit der IRS-Werte 
von der Beobachtungsgruppe wurde für jeden ausgewerteten Zelltyp eine 
einfaktorielle Varianzanalyse durchgeführt. Ergaben sich hierbei Signifikanzen (p < 
0,05), wurden für die betroffenen Zelltypen paarweise Vergleiche zwischen den 
einzelnen Beobachtungsgruppen mittels Tukey-Kramer-Test durchgeführt. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistical Software GraphPad3 
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). 
Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wird in den Berechnungen mit folgenden 
Bedeutungen angegeben: p < 0,05 = „signifikant“, p < 0,01 = „hoch signifikant“ und p 
< 0,001 = „höchst signifikant“. P-Werte zwischen 0,05 und 0,1 werden als „statistisch 
auffällig“ bezeichnet, da ein eventuell bestehender Unterschied möglicherweise 
aufgrund der für die eigenen Untersuchungen zur Verfügung stehenden, relativ 
geringen Probenzahl nicht als statistisch signifikant erkannt wurde. 
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3.4. Alphabetische Liste der verwendeten Puffer, Lösungen, 
Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Geräte 
 
3.4.1. Puffer und Lösungen 
10 mM Citratpuffer (pH 6,0) für die Mikrowellenbehandlung  
Stammlösung A:  0,1 M Zitonensäure 
C6H8O7 x H2O  21,0 g 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
Stammlösung B: 0,1 M Natriumcitrat 
C6H5O7Na3 x 2H2O  29,41 g 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
Gebrauchslösung: 
Stammlösung A  9 ml 
Stammlösung B  41 ml 
Aqua dest.   450 ml 
 
DEPC-Wasser für die konventionelle und Real-time RT-PCR 
1 ml DEPC auf 1 l Aqua dest. 
12 Stunden bei 37 °C unter Rühren inkubieren 
20 min bei 121 °C autoklavieren 
 
Ethanol (Alkohol) – Reihe für die IHC 
Ethanol (96%) 
Ethanol reinst (100%) 96 ml 
Aqua dest.   4 ml 
 
Ethanol (70%) 
Ethanol reinst (100%) 70 ml 
Aqua dest.   30 ml 
 
 
68 Material und Methode  
Ethanol (50%) 
Ethanol reinst (100%) 50 ml 
Aqua dest.   50 ml 
 
Ethanol (30%) 
Ethanol reinst (100%) 30 ml 
Aqua dest.   70 ml 
 
Formaldehyd 4%ig, gepuffert (pH 7,0) für Gewebefixation (Formol nach Lillie) 
Wässrige Formaldehyd- 
Lösung   500 ml 
NaH2PO4 x H2O  20 g 
Na2HPO4   32,5 g 
Aqua dest.   ad 5000 ml 
 
H2O2-Lösung 0,3%ig für die IHC 
H2O2 30%ig   2 ml 
Aqua dest.   ad 200 ml 
 
IHC-Puffer (pH 7,2 – 7,4) 
Na2HPO4   1,2 g 
KH2PO4   0,2 g 
KCl    0,2 g 
NaCl    8,0 g 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
pH 7,2 – 7,4 einstellen und anschließend 3 ml Triton X-100 zugeben 
 
PBS-Puffer für die IHC 
PBS-Tablette  1 
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Phosphatpuffer (pH 7,2) zur Aufbewahrung der fixierten Gewebeproben 
Lösung A: 
NaH2PO4 x H2O  13,8 g 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
Lösung B: 
Na2HPO4 x 2H2O  17,8 g 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
Gebrauchslösung: 
Lösung A   14,15 ml 
Lösung B   35,85 ml 
 
TBE (10x) Puffer 
Tris    108 g 
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (≥ 99% T) 
Borsäure   55 g 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 ml 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
TBE (1x) Puffer für die Gelelektrophorese 
TBE (10x) Puffer  100 ml 
Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
3.4.2 Reagenzien 
Alle verwendeten Chemikalien besitzen proanalytische Qualität 
 
- ABC-Komplex: VECTASTAIN® Elite ABC-Kit, PK-6101, Rabbit IgG, (Vector 
Laboratories, Burlingame, USA) 
- Agarose Multi-Purpose (Roche Applied Science, Mannheim) 
- BA2000; Horse anti mouse IgG biotinylated antibody (Vector Laboratories, 
Burlingame, USA) 
- Borsäure, Pufferan® (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) 
- Bovines Serumalbumin (Sigma, Deisenhofen) 
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- Chloroform (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 
- Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck KGaA, Darmstadt) 
- 100bp DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
- DNase 1, RNase-free, 10 U/µl (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 
- Eisessig 100% wasserfrei (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Essigsäure 1 N (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Ethanol 99,6%, DAB 10 (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) 
- Ethidiumbromidlösung 1% (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) 
- Formaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Gene Amp Gold RNA PCR Core Kit® (Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, 
Weiterstadt) 
- Hämatoxilin (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Hexan (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Histokitt (Assistent, Osterode) 
- Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Kaliumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Kaliumphosphat monobasisch (Fluka, Neu-Ulm) 
- Kaliumhydrogenphosphat (Fluka Chemie GmbH, Buchs) 
- 6x Loading Dye (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
- Magnesiumchlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 
- Methanol (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Natriumchlorid (Fluka, Neu-Ulm) 
- Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Natriumhydroxid (Merck KGaA, Darmstadt) 
- Peroxidase Kit: Vector® Nova-Red (Linearis Biologische Produkte GmbH, 
Wertheim) 
- Peroxidase-Substrat AEC-Kit (BIOLOGO, Dr. Hartmut Schultheiß e.K., 
Kronshagen) 
- RNase-Away (Molecular Bioproducts, San Diego, USA) 
- Rnase-Inhibitor, 40 U/µl (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
- TRIS: Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Fluka, Neu- Ulm) 
- Triton 100 (Serva, Heidelberg) 
- Wasserstoffperoxid, 30%ig (Merck KGaA, Darmstadt) 
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3.4.3. Verbrauchsmaterialen 
- Einmalmesser für Microtom: Leica DB 80L, Leica Microsystems (Leica 
Instruments GmbH, Nussloch) 
- Handschuhe UniGloves® (MAGV Laborbedarf + Laborgeräte, Rabenau-
Londorf) 
- Papiertücher Kimwipes (Ladd Industries, Williston) 
- PAP-Pen (G. Kisker–Biotech, Steinfurt) 
- PCR-Tubes 0,5 ml, ultradünn, RNase-/DNase-Pyrogenfrei (Biozym Diagnostik 
GmbH, Hessisch Oldendorf) 
- Reaktionsgefäße 2 ml (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf) 
- Thermo-Fast® Detection Plate (ABgene, Hamburg) 
- Uvette® (Eppendorf AG, Hamburg) 
 
3.4.4. Geräte  
- Einbettungsautomat (Microm Laborgeräte GmbH, Heidelberg) 
- Eppendorf Biophotometer (Eppendorf AG, Hamburg) 
- Flachgel-Elektrophoresekammer Midi 100 x 150 mm, Gießkammer und Kamm 
(Keutz Labortechnik GmbH, Reiskirchen) 
- Laborwasseraufbereitungsanlagen: Aqua demineralisata Seral-Anlage mit 
angeschlossener Millipore-Reinigungsanlage „Milli Q“, Water Purification 
System, Typ MQ 4- fach UF (Millipore GmbH, Eschborn) 
- Magnetrührer MR 2002 (Heidolph Instruments GmbH & CoKG, Kelheim) 
- Microtom Leica RM 2125 RT (Leica Instruments GmbH, Nussloch) 
- Paraffinausgießstation „Histoembedder EG 1160“ (Leica Instruments GmbH, 
Nussloch) 
- Phoretix TotalLab (Biostep, Labor- und Systemtechnik GmbH, Jahnsdorf) 
- pH-Meter (MAGV Laborbedarf + Laborgeräte, Rabenau-Londorf) 
- T1 Thermocycler Biometra (Biotron, Göttingen) 
- Ultra-Turrax® T-8 mit Dispergierwerkzeug S8 N-5g (IKA-Werke GmbH, Staufen) 
- UV-Lampe UVGL-25 (UVP, San Gabriel, USA) 
- UV-Transluminator mit Bildbearbeitungssoftware Phoretix Grabber 3.01 
(Biostep GmbH, Jahnsdorf) 
- Vakuum Pumpe KNF Neuber, Typ 035.1.2 AN. 18 (KNF Neuberger, Freiburg) 
72 Material und Methode  
- Vortexer Heidolph REAX control (MAGV Laborbedarf + Laborgeräte, Rabenau- 
Londorf) 
- Vortex-Evaporator (Fa. Haake Buchler GmbH, Karlsruhe) 
- Waage „Mettler AE160“ und „Mettler PJ 300“ F.Nr.33650 (Mettler Toledo, 
Giessen) 
- Wasserbad Typ WB-24; (Medax Nagel, KG Kiel) 
- Wasserbad GFL 1083 (Bezug: MAGV Laborbedarf + Laborgeräte, Rabenau-
Londorf) 
- Zentrifuge Varifuge 0-6000 U/min (Fa. Heraeus Christ GmbH, Hanau) 
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4. ERGEBNISSE 
 
4.1. Expression von Komponenten des IGF-Systems in 
Rinderplazentomen im Verlauf der normalen Gravidität und 
unter der Geburt 
4.1.1. IGF1 
4.1.1.1. Expression auf mRNA-Ebene 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte in den Rinderplazentomen die 
Expression von IGF1-mRNA qualitativ in allen untersuchten Stadien der Gravidität 
sowie unter der Geburt nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der 
erwarteten Größe von 353 bp zu sehen (Abb. 4.1). 
 
 
Abb. 4.1: Qualitativer Nachweis von IGF1-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 353 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt.  
 
Für die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative Expression der IGF1-
mRNA in den Gesamtplazentomen konnte im Verlauf der Gravidität ein höchst 
signifikanter Zeiteffekt (p < 0,001; einfaktorielle ANOVA) ermittelt werden (Abb. 4.2). 
Die höchste Expression wurde mit einem mittleren RGE-Wert von 89,8 im ersten 
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Trimester beobachtet, welche sich signifikant (p < 0,01) von allen anderen 
untersuchten Stadien unterschied. Im restlichen Trächtigkeitsverlauf zeigten sich 
deutlich niedrigere Expressionen (mittlere RGE-Werte zwischen 2,2 bis 12,4). 
Signifikante Unterschiede waren zwischen dem zweiten Trimester und der 




Abb. 4.2: Expression von IGF1-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist die 
mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als 
geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA 
ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p < 0,001). Säulen mit 
unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant. (a-b = p < 0,001; c-d 
= p < 0,01; e-f = p < 0,05; Tukey-Test). 
 
Bei der separaten Messung der IGF1-mRNA-Expression in Kotyledonen und 
Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und der Geburt (Abb. 4.3) wurde in der 
zweifaktoriellen ANOVA eine Signifikanz für die Beobachtungsgruppe verfehlt, ihr 
Effekt ist jedoch statistisch auffällig (p = 0,060). Für die Herkunft des 
Probenmaterials – Kotyledone bzw. Karunkel – ergab sich jedoch eine deutliche 
Signifikanz (p < 0,001). Hierbei war in allen Beobachtungsgruppen die Expression in 
den Karunkeln höher als in den Kotyledonen. Die Wechselwirkung zwischen 
Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft ist statistisch auffällig (p = 0,098). In den 
Karunkeln wurde die höchste Expression der IGF1-mRNA im präpartalen Zeitraum 
(mittlerer RGE-Wert 16,8) und unter der Geburt (mittlerer RGE-Wert 15,8) 
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gemessen. Diese Werte unterschieden sich deutlich vom zweiten und dritten 
Trimester (3,3 bzw. 3,1). In den Kotyledonen wurden zwischen den untersuchten 
Stadien keine erheblichen Expressionsunterschiede gefunden. 
 
 
Abb. 4.3: Expression von IGF1-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und Karunkeln 
(dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene 
relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und einfacher 
Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter Einfluss der 
Gewebeherkunft (p < 0,001), während der Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 
0,060) und die Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft 
(p = 0,098) nicht signifikant, jedoch statistisch auffällig waren.  
 
4.1.1.2. Expression auf Proteinebene 
Bei der immunhistochemischen Darstellung von IGF1 mittels eines 
polyklonalen Kaninchenantikörpers gegen das humane IGF1, Aminosäuren 49-118 
(Tab. 3.12), ergab sich zu allen untersuchten Phasen der Gravidität sowie unter der 
Geburt ein weitgehend einheitliches Färbebild (Abb. 4.4). In der Kotyledone 
reagierten im Wesentlichen nur die Stromazellen und die Kapillaren der 
Chorionzotten schwach positiv. Vereinzelt wurden auch schwache Immunreaktionen 
im Zytoplasma der Trophoblastriesenzellen und der uninukleären Trophoblastzellen 
detektiert. Im maternalen Anteil der Plazentome konnte im Karunkelepithel keine 
Immunreaktion für IGF1 nachgewiesen werden. Im Karunkelstroma und in den dort 
gelegenen Kapillaren wurden IGF1-spezifische Signale in ca. 25% der Zellen 
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detektiert. Das deutlichste Signal wurde in den Wänden größerer, mütterlicher 
Blutgefäße beobachtet. In der Negativkontrolle mit einem irrelevanten polyklonalen 
Kaninchenantikörper (Tab. 3.12) anstelle des spezifischen Primärantikörpers 
ergaben sich keinerlei Farbreaktionen. 
 
 
Abb. 4.4:  Immunhistochemische Darstellung von IGF1 in Rinderplazentomen. A = 
Negativkontrolle mit irrelevantem Antikörper; B = 100fache Vergrößerung und C = 
200fache Vergrößerung eines Plazentomes am Tag 230 der Gravidität. Vor allem die 
Gefäße in den Karunkeln sind positiv, schwache Immunsignale finden sich auch im 
Stroma sowie den fetalen und maternalen Kapillaren. KE = Karunkelepithel; KS = 
Karunkelstroma; Gmat = maternales Gefäß; I = Intima; M = Media; E = Externa; TRZ = 
Trophoblastriesenzelle; UTZ = uninukleäre Trophoblastzelle; Messbalken = 50 µm. 
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Abb. 4.5:  Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für IGF1 in den 
Kotyledonen mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den Säulen sind für 
die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen ANOVAs bezüglich 
eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. TRZ = 
Trophoblastriesenzellen; UTZ = uninukleäre Trophoblastzellen. 
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Abb. 4.6:  Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für IGF1 in den 
Karunkeln mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den Säulen sind für die 
einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen ANOVAs bezüglich 
eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. KE = Karunkelepithel. 
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Bei der semiquantitativen Auswertung der Immunfärbung mittels eines 
immunreaktiven Scores konnte für die IGF1-Proteinexpression in den Kotyledonen 
(Abb. 4.5) und in den Karunkeln (Abb. 4.6) kein signifikanter Effekt der 
Beobachtungsgruppe ermittelt werden.  
 
4.1.2. IGF2 
4.1.2.1. Expression auf mRNA-Ebene 
Die Expression von IGF2-mRNA konnte in den Rinderplazentomen mittels 
qualitativer RT-PCR in allen untersuchten Stadien nachgewiesen werden. Bei der 
gelelektrophoretischen Auftrennung der Reaktionsprodukte waren in allen 
untersuchten Proben jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
161 bp zu sehen (Abb. 4.7). 
 
 
Abb. 4.7: Qualitativer Nachweis von IGF2-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 161 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
Bei der Messung der relativen IGF2-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR in den Gesamtplazentomen zwischen dem ersten Trimester und der Geburt 
ergab sich ein signifikanter Zeiteffekt im Verlauf der Gravidität (p < 0,001, 
einfaktorielle ANOVA). Dabei zeigte sich ein kontinuierlicher, zunächst deutlicher 
Anstieg der relativen Genexpression (1. Trimester: 3,0 RGE; 3. Trimester: 36,5 
RGE), der sich im geburtsnahen Zeitraum (39,7 RGE) und unter der Geburt (44,2 
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RGE) abflachte. Das erste Trimester unterschied sich signifikant von allen anderen 
Beobachtungsgruppen (p < 0,001). Die übrigen untersuchten Stadien unterschieden 
sich nicht signifikant voneinander (Abb. 4.8). 
 
 
Abb. 4.8: Expression von IGF2-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist die 
mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als 
geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA 
ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p < 0,001). Säulen mit 
unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant. (a-b = p < 0,001; 
Tukey-Test). 
 
Bei der separaten Messung der IGF2-mRNA-Expression in Karunkeln und 
Kotyledonen zwischen dem zweiten Trimester und der Geburt (Abb. 4.9) ergab sich 
in der zweifaktoriellen ANOVA ein signifikanter Unterschied bezüglich der 
Gewebeherkunft (p<0,001), wobei die Expression unabhängig von der 
Beobachtungsgruppe im fetalen Teil der Plazentome höher war als im maternalen. 
Entsprechend war die Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und 
Gewebeherkunft (fetal bzw. maternal) nicht signifikant (p=0,183). Der fetale Anteil 
des Plazentoms wies zwischen dem ersten Trimester und der Geburt einen 
kontinuierlichen Anstieg der IGF2-Expression von 35,1 RGE bis 101,1 RGE auf 
(Abb. 4.9), wohingegen der Anstieg in der Karunkel nur sehr schwach ausgeprägt 
war (10,0 RGE bis 23,4 RGE). Der Einfluss der Beobachtungsgruppe erwies sich in 
der zweifaktoriellen Varianzanalyse jedoch als nicht signifikant (p=0,115). 
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Abb. 4.9: Expression von IGF2-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und Karunkeln 
(dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene 
relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und einfacher 
Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter Einfluss der 
Gewebeherkunft (p < 0,001), während der Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 
0,115) und die Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft 
(p = 0,183) nicht signifikant waren.  
 
4.1.2.2. Expression auf Proteinebene 
IGF2 wurde im maternalen Anteil der Plazentome vor allem im Gefäßsystem 
nachgewiesen (Abb. 4.10). Positive Signale fanden sich in der Externa und der 
Media größerer Gefäße, jedoch nicht in der Intima. Auch die Kapillaren waren 
spezifisch gefärbt. Das Karunkelstroma wies in allen Plazentomen einheitliche 
zytoplasmatische Immunsignale auf. Im Karunkelepithel konnte IGF2 nicht detektiert 
werden. Im fetalen Anteil der Plazentome fanden sich wie in der Karunkel Signale im 
Stroma und assoziiert mit den Kapillaren. In den Trophoblastriesenzellen und in den 
uninukleären Trophoblastzellen war IGF2 vereinzelt im Zytoplasma, aber nicht im 
Nukleus nachweisbar. In der Negativkontrolle mit einem irrelevanten polyklonalen 
Kaninchenantikörper (Tab. 3.12) anstelle des spezifischen Primärantikörpers 
ergaben sich keinerlei Farbreaktionen. 
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Abb. 4.10:  Immunhistochemische Darstellung von IGF2 in Rinderplazentomen. A = 
Negativkontrolle mit irrelevantem Antikörper; B = 100fache Vergrößerung und C = 
200fache Vergrößerung eines Plazentomes am Tag 230 der Gravidität. Vor allem die 
größeren Gefäße in den Karunkeln sind positiv, schwache Immunsignale finden sich 
auch im Stroma sowie in den fetalen und maternalen Kapillaren. KE = 
Karunkelepithel; KS = Karunkelstroma; Gmat = maternales Gefäß; I = Intima; M = 
Media; E = Externa; TRZ = Trophoblastriesenzelle; UTZ = uninukleäre 
Trophoblastzelle; Messbalken = 50 µm.  
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Abb. 4.11:  Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für IGF2 in den 
Kotyledonen mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den Säulen sind für 
die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen ANOVAs bezüglich 
eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. TRZ = 
Trophoblastriesenzellen; UTZ = uninukleäre Trophoblastzellen. Säulen mit 
unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant. (p<0,05; Tukey-Test). 
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Abb. 4.12:  Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für IGF2 in den 
Karunkeln mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den Säulen sind für die 
einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen ANOVAs bezüglich 
eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. KE = Karunkelepithel. 
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Die semiquantitative Erfassung der IGF2-Expression mittels eines 
immunreaktiven Score (IRS) ergab für die Trophoblastzellen einen signifikanten 
Zeiteffekt (p < 0,001; Abb. 4.11). In den Trophoblastriesenzellen konnte im ersten 
Trimester ein IRS von 0,2 ermittelt werden. Dieser Wert stieg bis unter der Geburt 
auf 0,7 an. Einen praktisch identischen Verlauf hatte der immunreaktive Score in den 
uninukleären Trophoblastzellen mit einem Minimum von 0,1 im zweiten Trimester 
und einem Maximum von 0,7 unter der Geburt (p < 0,001). Für das IGF2-spezifische 
Signal im fetalen Stroma und im fetalen Kapillarsystem konnte kein signifikanter 
Zeiteffekt ermittelt werden, in beiden Fällen lagen unabhängig von der 
Beobachtungsgruppe die IRS-Werte knapp über 1,0. Ähnliche IRS-Werte konnten für 
das Karunkelstroma und die dort eingebetteten Kapillaren ermittelt werden (Abb. 
4.12). Die IRS-Werte für die Media und die Intima der großen maternalen Blutgefäße 
waren etwas höher und lagen knapp unter 2. Ein signifikanter Effekt der 
Beobachtungsgruppe war für keinen der in der Karunkel erfassten Zelltypen 
nachweisbar. 
 
4.1.3.  IGF1-R 
4.1.3.1. Expression auf mRNA-Ebene 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte in den Rinderplazentomen die 
Expression von IGF1-R-mRNA qualitativ in allen untersuchten Stadien der Gravidität 
sowie unter der Geburt nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Banden in der 
erwarteten Größe von 192 bp zu sehen (Abb. 4.13).  
 
Für die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative Expression der IGF1-
R-mRNA in den Gesamtplazentomen konnte im Verlauf der Gravidität ein 
signifikanter Zeiteffekt (p = 0,001; einfaktorielle ANOVA) ermittelt werden. Die 
mittlere relative Genexpression lag im ersten Trimester bei 6,3 und sank im zweiten 
auf 1,4 ab. Im weiteren Verlauf stiegen die mittleren RGE-Werte von 3,4 im dritten 
Trimester wieder auf 6,7 (Präpartal) bzw. 6,3 RGE (unter der Geburt) an. Das zweite 
Trimester unterschied sich signifikant (p < 0,01) von allen anderen untersuchten 
Stadien, exklusiv dem dritten Trimester (Abb. 4.14). 
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Abb. 4.13: Qualitativer Nachweis von IGF1-R-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 192 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
 
Abb. 4.14: Expression von IGF1-R-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,001). 
Säulen mit unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant. (a-b = p < 
0,01; Tukey-Test). 
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Abb. 4.15: Expression von IGF1-R-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich kein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p = 0,162), während der Einfluss der 
Beobachtungsgruppe (p = 0,072) und die Wechselwirkung zwischen 
Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft (p = 0,092) statistisch auffällig waren.  
 
Bei der separaten Messung der IGF1-R-mRNA-Expression in Kotyledone und 
Karunkel wurde zwischen dem zweiten Trimester und der Geburt in der 
zweifaktoriellen ANOVA eine Signifikanz für die Beobachtungsgruppe verfehlt, ihr 
Effekt war jedoch statistisch auffällig (p = 0,072). Für die Herkunft des 
Probenmaterials – Kotyledone bzw. Karunkel – ergab sich keine Signifikanz (p = 
0,162). Die Wechselwirkung ist statistisch auffällig (p = 0,092). Die Expression der 
IGF1-R-mRNA in der Kotyledone stieg kontinuierlich vom zweiten Trimester (mittlerer 
RGE-Wert 1,4) bis zur Geburt (12,3) an. Auch in der Karunkel war ein anfänglicher 
Anstieg zu erkennen, dieser flachte sich unter der Geburt ab (Abb. 4.15).  
 
4.1.3.2. Expression auf Proteinebene 
Bei der immunhistochemischen Darstellung von IGF1-R mittels zweier 
polyklonaler Kaninchenantikörper gegen den C-Terminus der humanen IGF1-R α-
Untereinheit bzw. den N-Terminus der humanen IGF1-R ß-Untereinheit (Tab. 3.12) 
ergaben sich zu allen untersuchten Trächtigkeitsphasen sowie unter der Geburt zwei 
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weitgehend einheitliche, vorwiegend gefäßassoziierte Färbemuster (Abb. 4.16). Sie 
unterschieden sich nur in der Intensität der Immunreaktionen in Intima und Media der 
großen maternalen Gefäße. In der Media wies die α-Untereinheit die stärkste 
Immunreaktion auf, wohingegen die Signale für die ß-Untereinheit in der Intima am 
stärksten lokalisiert waren. Die Externa der großen Gefäße reagierte für beide 
Untereinheiten nur schwach positiv. Im maternalen Stroma reagierten alle Zellen 
schwach positiv und nur vereinzelt fanden sich Stromazellen mit einer mittleren 
Signalstärke. Deutlich waren im Karunkelstroma die Kapillaren erkennbar, die eine 
starke Färbereaktion gegen beide Untereinheiten aufwiesen. In den fetalen 
Kapillaren konnten für beide Untereinheiten deutliche Immunsignale ausgemacht 
werden. Schwach reagierte das fetale Stroma, hier zeigten nur vereinzelnde Zellen 
eine Färbereaktion. Mit beiden verwendeten Antikörpern fand sich jeweils in ca. 10% 
der Trophoblastriesenzellen sowie in ca. 5% der einkernigen Trophoblastzellen ein 
zytoplasmatisches Signal, die Nuklei waren immunhistochemisch negativ. In der 
Negativkontrolle wurden mit einem irrelevanten polyklonalen Kaninchenantikörper 
(Tab. 3.12) anstelle des spezifischen Primärantikörpers keine Farbreaktionen 
detektiert. 
Bei den semiquantitativen Auswertungen der Immunfärbung mittels eines 
immunreaktiven Scores konnten für beide IGF1-R Untereinheiten in der Kotyledone 
(Abb. 4.17a und 4.17.b) sowie in der Karunkel (Abb. 4.18a und 4.18b) keine 
signifikanten Effekte der Beobachtungsgruppen ermittelt werden.  
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Abb. 4.16:  Immunhistochemische Darstellung von IGF1-R in Rinderplazentomen. 
A = Chorionplatte; B = Plazentommitte; C = Karunkelstiel am Tag 140 der Gravidität; 
α = Alpha-Untereinheit des IGF1-R; ß = Beta-Untereinheit des IGF1-R; n = 
Negativkontrolle mit irrelevantem Antikörper. Die Interdigitationszone weist 
Immunreaktionen im Zytoplasma der Trophoblastzellen auf. In der Plazentommitte 
finden sich vor allem in den fetalen und maternalen Kapillaren deutliche 
Immunsignale. Größere maternale Gefäße sind sowohl in der Plazentommitte und im 
Karunkelstiel deutlich gefärbt. KE = Karunkelepithel; KS = Karunkelstroma; Kmat = 
maternale Kapillare; Gmat = maternales Gefäß; I = Intima; M = Media; E = Externa; 
FS = fetales Stroma; Kft = fetale Kapillare; TRZ = Trophoblastriesenzelle; UTZ = 
uninukleäre Trophoblastzelle; Messbalken = 50 µm. 
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Abb. 4.17a: Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für die IGF1-R α-
Untereinheit in den Kotyledonen mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter 
den Säulen sind für die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus 
einfaktoriellen ANOVAs bezüglich eines Einflusses der Beobachtungsgruppe 
angegeben. TRZ = Trophoblastriesenzellen; UTZ = uninukleäre Trophoblastzellen. 
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Abb. 4.17b: Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für die IGF1-R ß-
Untereinheit in den Kotyledonen mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter 
den Säulen sind für die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus 
einfaktoriellen ANOVAs bezüglich eines Einflusses der Beobachtungsgruppe 
angegeben. TRZ = Trophoblastriesenzellen; UTZ = uninukleäre Trophoblastzellen. 
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Abb. 4.18a: Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für die IGF1-R α-
Untereinheit in den Karunkeln mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den 
Säulen sind für die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen 
ANOVAs bezüglich eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. KE = 
Karunkelepithel. 
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Abb. 4.18b: Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für die IGF1-R ß-
Untereinheit in den Karunkeln mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den 
Säulen sind für die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen 
ANOVAs bezüglich eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. KE = 
Karunkelepithel. 
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4.1.4. IGF2-R 
4.1.4.1. Expression auf mRNA-Ebene 
Die Expression von IGF2-R-mRNA konnte in den Rinderplazentomen mittels 
qualitativer RT-PCR in allen untersuchten Stadien nachgewiesen werden. Bei der 
gelelektrophoretischen Auftrennung der Reaktionsprodukte waren in allen 
untersuchten Proben jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
378 bp zu sehen (Abb. 4.19). 
 
 
Abb. 4.19: Qualitativer Nachweis von IGF2-R-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 378 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
Bei der Messung der relativen IGF2-R-mRNA-Expression mittels Real-Time 
RT-PCR in den Gesamtplazentomen ergab die einfaktorielle Varianzanalyse keinen 
signifikanten Zeiteffekt (p = 0,706). Im Mittel wies das 1. Trimester mit 1,5 RGE das 




 4.1.  Rinderplazentome im Graviditätsverlauf 95 
 
Abb. 4.20: Expression von IGF2-R-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich kein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,706).  
 
 
Abb. 4.21: Expression von IGF2-R-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p = 0,001), der Beobachtungsgruppe (p = 0,035) sowie 
eine signifikante Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und 
Gewebeherkunft (p = 0,015).  
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Bei der separaten Messung der IGF2-R-mRNA in Kotyledone und Karunkel 
zwischen dem zweiten Trimester und der Geburt ergab die zweifaktorielle ANOVA 
einen signifikanten Unterschied (p = 0,001) bezüglich der Gewebeherkunft, wobei die 
Expression unabhängig von der Beobachtungsgruppe im fetalen Teil der Plazentome 
niedriger war als im maternalen. Der Einfluss der Beobachtungsgruppe erwies sich 
ebenfalls als signifikant (p = 0,035). Auch die Wechselwirkung zwischen 
Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft war signifikant (p = 0,015). Im fetalen 
Anteil des Plazentomes stieg die IGF2-R-Expression geringfügig von 1,3 RGE im 
zweiten Trimester auf 1,9 RGE unter der Geburt an. In der Karunkel wies das dritte 
Trimester ein Maximum (5,3 RGE) auf, die anderen untersuchten Stadien lagen 
zwischen 3,2 RGE im zweiten Trimester und 2,0 RGE unter der Geburt (Abb. 4.21).  
 
4.1.4.2. Expression auf Proteinebene 
Bei der immunhistochemischen Darstellung von IGF2-R mittels monoklonalem 
Kaninchenantikörper gegen die extracytoplasmatische Domäne des bovinen 
kationenunabhängigen Mannose-6-Phosphat-Rezeptors/IGF2-R (Tab. 3.12) ergab 
sich ein Beobachtungsgruppen-abhängiges Färbemuster (Abb. 4.22). Bis zum Eintritt 
der präpartalen Luteolyse waren die Immunreaktionen gegen IGF2-R weitgehend 
konstant. Das Karunkelepithel reagierte in diesen Stadien positiv im Zytoplasma, die 
Nuklei waren negativ. Vereinzelt wurden schwache Immunsignale im Karunkelstroma 
detektiert, welches aber zum Großteil negativ war. Die im Karunkelstroma 
eingebetteten Kapillaren waren stark positiv gefärbt, wohingegen größere Gefäße im 
Karunkelstiel nur schwach positiv bis negativ waren. Im fetalen Anteil des 
Plazentoms konnte im Stroma eine deutliche Färbung für IGF2-R nachgewiesen 
werden, noch stärker war diese in den fetalen Kapillaren zu erkennen. 90% der 
Trophoblastriesenzellen zeigten eine negative, der Rest eine schwache bis 
mittelgradige zytoplasmatische Immunreaktion. In den uninukleären 
Trophoblastzellen wurden keine IGF2-R-spezifischen Signale im Zytoplasma 
detektiert. Eine nukleäre Immunreaktion wurde in diesen Zellen jedoch ab Mitte des 
dritten Trimester beobachtet. 
Im präpartalen Zeitraum und unter der Geburt wurden die Immunreaktionen 
gegen IGF2-R im Karunkelstroma stärker, in den maternalen Kapillaren jedoch 
schwächer. Eine Abnahme der Färbeintensität wurde unter der Geburt im 
Zytoplasma des Karunkelepithels gefunden. Die in der Mitte des dritten Trimesters 
 4.1.  Rinderplazentome im Graviditätsverlauf 97 
auftretenden nukleären IGF2-R-spezifischen Signale der uninukleären 
Trophoblastzellen wurden in diesen Beobachtungsgruppen stärker, zusätzlich 
konnten auch zytoplasmatische Signale detektiert werden. 
Die semiquantitative Erfassung der IGF2-R-Expression mittels 
immunreaktiven Score (IRS) ergab für uninukleäre Trophoblastzellen im Zytoplasma 
und im Nukleus einen signifikanten Zeiteffekt im Verlauf der Trächtigkeit (jeweils p < 
0,001). Im Zytoplasma konnte vor Beginn der Luteolyse ein IRS von < 0,1 ermittelt 
werden. Dieser Wert stieg in den Beobachtungsgruppen „Präpartal“ und unter der 
Geburt auf 1,1 bzw. 1,0 an. Dieser Anstieg ist signifikant (< 0,001). In den 
uninukleären Trophoblastzellen konnten nukleäre Immunsignale für IGF2-R erst ab 
dem dritten Trimester (1,3 mittlerer IRS-Wert) beobachtet werden, die präpartal und 
unter der Geburt auf 4,7 bzw. 4,8 mittlerer IRS-Wert anstiegen, dieser Anstieg ist 
signifikant (p < 0,001). Für alle anderen Zelltypen in der Kotyledone konnte kein 
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe festgestellt werden (Abb. 4.23). Die 
semiquantitative Auswertung in den Karunkeln ergab für Stroma, Kapillaren und 
Epithel jeweils einen signifikanten Zeiteffekt (p < 0,001; Abb. 4.24). Im 
Karunkelstroma konnte ein Maximum (0,7 IRS) der IGF2-R-Expression im 
Geburtszeitraum ermittelt werden, welches sich signifikant (p < 0,001) von den 
Gruppen erstes, zweites bzw. drittes Trimester unterschied. IGF2-R-spezifische 
Signale verringerten sich im Karunkelepithel signifikant unter der Geburt, dieses 
konnte bei den Kapillaren schon ab dem präpartalen Stadium beobachtet werden, (p 
< 0,001). Auch für die Intima und Media in den maternalen Blutgefäßen konnte ein 
signifikanter Zeiteffekt der Beobachtungsgruppe ermittelt werden (p = 0,038 bzw. p = 
0,030). In der Negativkontrolle mit einem irrelevanten monoklonalen 
Kaninchenantikörper (Tab. 3.12) anstelle des spezifischen Primärantikörpers 
ergaben sich keinerlei Farbreaktionen. 
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Abb. 4.22:  Immunhistochemische Darstellung von IGF2-R im Rinderplazentom. A 
= Negativkontrolle mit irrelevantem Antikörper; B = 80. Tag; C = 160. Tag; D = 230. 
Tag der Gravidität; E = präpartal; F = unter der Geburt. Während der Trächtigkeit 
sind deutliche Immunsignale im Karunkelepithel sowie in den maternalen und fetalen 
Kapillaren zu erkennen, vereinzelt ist auch das Zytoplasma der 
Trophoblastriesenzellen positiv. Im peripartalen Zeitraum erkennt man nukleäre 
Signale in den uninukleären Trophoblastzellen. KE = Karunkelepithel; KS = 
Karunkelstroma; Kmat = maternale Kapillare; FS = fetales Stroma; Kfet = fetale 
Kapillare; TRZ = Trophoblastriesenzelle; UTZ = uninukleäre Trophoblastzelle; 
Messbalken = 50 µm.  
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Abb. 4.23:  Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für IGF2-R in den 
Kotyledonen mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den Säulen sind für 
die einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen ANOVAs bezüglich 
eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. TRZ = 
Trophoblastriesenzellen; UTZ = uninukleäre Trophoblastzellen. Säulen mit 
unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant. (p<0,05; Tukey-Test). 
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Abb. 4.24:  Semiquantitative Erfassung der Immunfärbung für IGF2-R in den 
Karunkeln mittels eines immunreaktiven Scores (IRS). Unter den Säulen sind für die 
einzelnen beurteilten Zelltypen die p-Werte aus einfaktoriellen ANOVAs bezüglich 
eines Einflusses der Beobachtungsgruppe angegeben. KE = Karunkelepithel. Säulen 
mit unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant. (p<0,05; Tukey-
Test). 
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4.1.5. IGFBP-Expression auf mRNA-Ebene 
4.1.5.1. IGFBP-1 
Die Expression von IGFBP-1-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in Rinderplazentomen aller untersuchten Stadien nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war jeweils nur eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 389 bp zu sehen (Abb. 4.25). 
 
 
Abb. 4.25: Qualitativer Nachweis von IGFBP-1-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 389 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
Bei der Messung der relativen Expression der IGFBP-1-mRNA in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR wies diese im Verlauf der Gravidität 
einen signifikanten Einfluss der Beobachtungsgruppe auf (p = 0,015). Im zweiten 
Trimester wurde ein mittlerer RGE von 2,8 als Minimum ermittelt. Danach stieg die 
mittlere relative Genexpression kontinuierlich auf 171,1 unter der Geburt. Die Stadien 
Präpartal und Geburt unterscheiden sich signifikant vom zweiten Trimester (p < 0,05 
bzw. p < 0,01; Abb. 4.26).  
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Abb. 4.26: Expression von IGFBP-1-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,015). 
Säulen mit unterschiedlichen Markierungen unterscheiden sich signifikant (a-b = p < 
0,05; c-d = p < 0,01; Tukey-Test). 
 
 
Abb. 4.27: Expression von IGFBP-1-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p < 0,001) und der Beobachtungsgruppe (p < 0,001), 
während die Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft 
nicht signifikant war (p = 0,121). 
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Bei der separaten Messung der IGFBP-1-mRNA Expression in Kotyledonen 
und Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p < 0,001) sowie der Herkunft des 
Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel - (p < 0,001). Die Wechselwirkung 
zwischen beiden Einflussfaktoren war nicht signifikant (p = 0,121). In der Kotyledone 
fand sich ein Expressionsanstieg auf niedrigem Niveau von 0,1 mittlerem RGE-Wert 
im zweiten Trimester bis auf 10,2 unter der Geburt. Sehr viel deutlicher war der 
kontinuierliche Expressionsanstieg in der Karunkel von 7,1 mittlerem RGE-Wert im 
zweiten Trimester auf 308,7 unter der Geburt (Abb. 4.27). 
 
4.1.5.2. IGFBP-2 
Die Expression der IGFBP-2-mRNA konnte in allen untersuchten Stadien in 
Rinderplazentomen mittels konventioneller RT-PCR qualitativ nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war jeweils nur eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 278 bp zu sehen (Abb. 4.28). 
 
 
Abb. 4.28: Qualitativer Nachweis von IGFBP-2-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 278 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
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Bei der Messung der relativen IGFBP-2-mRNA-Expression in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR zwischen dem ersten Trimester und 
unter der Geburt wurde im Mittel mit 8,0 der höchste RGE-Wert zu Beginn der 
Gravidität ermittelt (Abb. 4.29). Im zweiten Trimester wurde mit einem mittleren RGE-
Wert von 1,7 eine deutlich niedrigere IGFBP-2-Expression gemessen, die in der 
Folgezeit kontinuierlich auf 6,1 anstieg. In der einfaktoriellen ANOVA konnte für 




Abb. 4.29: Expression von IGFBP-2-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,043).  
 
Bei der separaten Messung der IGFBP-2-mRNA Expression in Kotyledonen 
und Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,047) sowie der Herkunft des 
Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel - (p < 0,001). Die Wechselwirkung 
zwischen beiden Einflussfaktoren war nicht signifikant (p = 0,181). Die IGFBP-2-
Expression war nahezu ausschließlich in den Karunkeln lokalisiert, wo die mittleren 
RGE-Werte vom zweiten Trimester (3,7) kontinuierlich bis zur Geburt (29,8) 
anstiegen. In der Kotyledone wurden dagegen nur basale Expressionen gemessen 
(Abb. 4.30). 
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Abb. 4.30: Expression von IGFBP-2-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p < 0,001) und der Beobachtungsgruppe (p = 0,047), 
während die Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft 
nicht signifikant war (p = 0,181).  
 
4.1.5.3. IGFBP-3 
Die Expression von IGFBP-3-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in Rinderplazentomen aller untersuchten Stadien nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war nur jeweils eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 229 bp zu sehen (Abb. 4.31). 
 
Bei der Messung der relativen Expression der IGFBP-3-mRNA in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR wies diese im Verlauf der Gravidität 
keinen signifikanten Einfluss der Beobachtungsgruppe auf (p = 0,426). Die IGFBP-3 
Expression schwankte zwischen mittleren RGE-Werten von 2,7 und 6,3 (Abb. 4.32).  
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Abb. 4.31: Qualitativer Nachweis von IGFBP-3-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 229 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
 
Abb. 4.32: Expression von IGFBP-3-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich kein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,426). 
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Abb. 4.33: Expression von IGFBP-3-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p = 0,002) und der Beobachtungsgruppe (p = 0,046). 
Die Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft (p = 
0,025) war ebenfalls signifikant. 
 
Bei der separaten Messung der IGFBP-3-mRNA-Expression in Kotyledone 
und Karunkel zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,046) sowie der Herkunft des 
Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel - (p = 0,002). Die Wechselwirkung 
zwischen beiden Einflussfaktoren war ebenfalls signifikant (p = 0,025). In der 
Kotyledone fand sich ein Expressionsanstieg von 0,8 mittlerem RGE-Wert im zweiten 
Trimester auf ein Maximum von 6,7 unter der Geburt. Im maternalen Anteil des 
Plazentoms lag das Minimum ebenfalls im zweiten Trimester (3,3 mittlerer RGE-
Wert) und das Maximum unter der Geburt (6,1), die IGFBP-3-Expression in der 
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4.1.5.4. IGFBP-4 
Die Expression der IGFBP-4-mRNA konnte in allen untersuchten Stadien in 
Rinderplazentomen mittels konventioneller RT-PCR qualitativ nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war jeweils nur eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 427 bp zu sehen (Abb. 4.34). 
 
 
Abb. 4.34: Qualitativer Nachweis von IGFBP-4-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 427 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
Bei der Messung der relativen IGFBP-4-mRNA-Expression in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR konnte im Verlauf der Gravidität kein 
signifikanter Zeiteffekt ermittelt werden (p = 0,143). Die Expression der IGFBP-4-
mRNA schwankte zwischen mittleren RGE-Werten von 3,9 im ersten Trimester und 
1,6 für das präpartale Stadium. Unter der Geburt wurde der Maximalwert von 6,5 
RGE ermittelt (Abb. 4.35). 
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Abb. 4.35: Expression von IGFBP-4-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich kein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,143).  
 
 
Abb. 4.36: Expression von IGFBP-4-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p = 0,028), während der Einfluss der 
Beobachtungsgruppe (p = 0,068) nicht signifikant, jedoch statistisch auffällig war. Die 
Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft war nicht 
signifikant (p = 0,395).  
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Bei der separaten Messung der IGFBP-4-mRNA-Expression in Kotyledonen 
und Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
statistisch auffälliger Effekt für die Beobachtungsgruppe (p = 0,068). Für die Herkunft 
des Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel – konnte ein signifikanter Einfluss 
(p = 0,028) ermittelt werden. Die Wechselwirkung zwischen beiden Einflussfaktoren 
war nicht signifikant (p = 0,395). In der Kotyledone zeigte die IGFBP-4-Expression 
einen Anstieg vom zweiten Trimester (1,0 mittlerer RGE-Wert) bis unter die Geburt 
(2,9 mittlerer RGE-Wert). Auch in der Karunkel zeigte sich ein Anstieg bis präpartal 
(7,5 mittlerer RGE-Wert), unter der Geburt wurde jedoch wieder eine niedrigere 
Expression gemessen (Abb. 4.36). 
 
4.1.5.5. IGFBP-5 
Die Expression von IGFBP-5-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in Rinderplazentomen aller untersuchten Stadien nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war jeweils nur eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 207 bp zu sehen (Abb. 4.37). 
 
 
Abb. 4.37: Qualitativer Nachweis von IGFBP-5-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 207 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
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Bei der Messung der relativen Expression der IGFBP-5-mRNA in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR wies diese im Verlauf der Gravidität 
keinen signifikanten Einfluss der Beobachtungsgruppe auf (p = 0,624). Im zweiten 
Trimester wurde ein mittlerer RGE-Wert von 1,9 als Minimum ermittelt, das Maximum 
lag mit 3,6 in der Gruppe „Geburt“ vor (Abb. 4.38).   
 
 
Abb. 4.38: Expression von IGFBP-5-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich kein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,624).  
 
Bei der separaten Messung der IGFBP-5-mRNA-Expression in Kotyledonen 
und Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,017), für die Herkunft des 
Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel - (p = 0,006) und für die 
Wechselwirkung zwischen beiden Einflussfaktoren (p = 0,009). In der Kotyledone 
fand man einen Expressionsanstieg von 14,1 mittlerem RGE-Wert im zweiten 
Trimester bis auf 213,0 unter der Geburt. Die IGFBP-5-Expression in der Karunkel 
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Abb. 4.39: Expression von IGFBP-5-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p = 0,006), der Beobachtungsgruppe (p = 0,017), und 




Die Expression der IGFBP-6-mRNA konnte in allen untersuchten Stadien in 
Rinderplazentomen mittels konventioneller RT-PCR qualitativ nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war jeweils nur eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 229 bp zu sehen (Abb. 4.40). 
 
Bei der Messung der relativen IGFBP-6-mRNA-Expression in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR konnte im Verlauf der Gravidität ein 
signifikanter Effekt der Beobachtungsgruppe ermittelt werden (p < 0,001). Die 
Expression der IGFBP-6-mRNA weist ein Maximum im ersten Trimester mit einem 
mittleren RGE-Wert von 21,5 auf. Dieser unterscheidet sich signifikant (p < 0,001) 
von allen anderen Beobachtungsgruppen, die zwischen mittleren RGE-Werten von 
1,6 und 2,5 schwankten (Abb. 4.41). 
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Abb. 4.40: Qualitativer Nachweis von IGFBP-6-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 229 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
 
Abb. 4.41: Expression von IGFBP-6-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p < 0,001). 
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Bei der separaten Messung der IGFBP-6-mRNA-Expression in Kotyledonen 
und Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
signifikanter Effekt der Beobachtungsgruppe (p < 0,01) und der Herkunft des 
Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel – (p = 0,007). Die Wechselwirkung 
zwischen beiden Einflussfaktoren war signifikant (p = 0,002). In der Kotyledone 
zeigte die IGFBP-6-Expression einen Anstieg vom zweiten Trimester (1,2 mittlerer 
RGE-Wert) bis zur präpartalen Gruppe (42,6 mittlerer RGE-Wert), zwischen präpartal 
und unter der Geburt war kein Unterschied zu erkennen. IGFBP-6 zeigte in der 
Karunkel vom ersten Trimester bis zur präpartalen Gruppe eine annährend gleiche 
Expression (16,3 bis 21,4 mittlere RGE-Werte) und stieg dann unter der Geburt 
deutlich auf einen mittleren RGE-Wert von 54,7 an (Abb. 4.42). 
 
Abb. 4.42: Expression von IGFBP-6-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p = 0,007), der Beobachtungsgruppe (p < 0,01) und 
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4.1.5.7. IGFBP-7 
Die Expression von IGFBP-7-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in Rinderplazentomen aller untersuchten Stadien nachgewiesen werden. 
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate war jeweils nur eine 
spezifische Bande in der erwarteten Größe von 220 bp zu sehen (Abb. 4.43). 
 
 
Abb. 4.43: Qualitativer Nachweis von IGFBP-7-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 220 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; G1.1 – G3.6 = 
Proben aus dem Graviditätsverlauf; PP.1, PP.2 = präpartale Proben; T.1, T.4 = 
Proben unter der Geburt. 
 
 
Abb. 4.44: Expression von IGFBP-7-mRNA in Gesamtplazentomen. Dargestellt ist 
die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) 
als geometrischer Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen 
ANOVA ergab sich kein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,122).  
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Bei der Messung der relativen Expression der IGFBP-7-mRNA in 
Gesamtplazentomen mittels Real-Time RT-PCR wies diese im Verlauf der Gravidität 
keinen signifikanten Einfluss der Beobachtungsgruppe auf (p = 0,122). Die 
Expression von IGFBP-7 zeigte ein Maximum (14,4 mittlerer RGE-Wert) unter der 
Geburt (Abb. 4.44). 
 
 
Abb. 4.45: Expression von IGFBP-7-mRNA in Kotyledonen (hellgrau) und 
Karunkeln (dunkelgrau). Dargestellt ist die mittels Real-Time (TaqMan) RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der zweifaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Gewebeherkunft (p < 0,001), der Beobachtungsgruppe (p = 0,008), und 
der Wechselwirkung zwischen Beobachtungsgruppe und Gewebeherkunft (p = 
0,003).  
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Bei der separaten Messung der IGFBP-7-mRNA-Expression in Kotyledonen 
und Karunkeln zwischen dem zweiten Trimester und unter der Geburt ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe (p = 0,008), der Herkunft des 
Probenmaterials - Kotyledone bzw. Karunkel - (p < 0,001) sowie eine signifikante 
Wechselwirkung zwischen beiden Einflussfaktoren (p = 0,003). In der Kotyledone 
zeigte sich eine schwach ansteigende Expression zwischen dem zweiten Trimester 
(1,7 mittlerer RGE-Wert) und der präpartalen Gruppe (5,9 mittlerer RGE-Wert), unter 
der Geburt kommt es zu einem weiteren Expressionsanstieg auf ein Maximum von 
48,1 mittlerer RGE-Wert. In den Karunkeln fand sich nach weitgehend konstanter 
Expression im zweiten und dritten Trimester (mittlere RGE-Werte 13,7 und 12,5) 
präpartal ein Anstieg auf 25,1, der sich auf 46,9 unter der Geburt fortsetzte. Während 
zwischen dem zweiten Trimester und der präpartalen Phase die IGFBP-7-Expression 
in den Karunkeln deutlich höher war als in den Kotyledonen, war unter der Geburt 
kein erheblicher Unterschied zwischen dem fetalen bzw. maternalen Anteil der 
Plazentome zu erkennen (Abb. 4.45). 
 
 
4.2.  Ergebnisse der Untersuchungen an Trächtigkeiten aus 
konventionellem Embryotransfer nach Superovulation (MOET) 
und aus zwei unterschiedlichen In vitro-Produktion-
Protokollen (IVP1 und IVP2) 
 
4.2.1. Beschreibung der MOET- und IVP-Feten 
Die hier präsentierten Daten wurden von Prof. Dr. S. Hiendleder, vormals 
Institut für Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der Ludwig-Maximilian-
Universität München für eigene statistische Berechnungen im Hinblick auf 
Zusammenhänge zwischen der plazentaren Expression des IGF-Systems und dem 
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4.2.1.1. Scheitel-Steiß-Länge  
Für die fetale Scheitel-Steiß-Länge (SSL) ergab sich ein signifikanter Einfluss 
der Versuchsgruppe (p < 0,001; siehe Abb. 4.46). Sie war mit 14,2 ± 0,8 cm (IVP-1) 
bzw. 14,2 ± 0,9 cm (IVP-2) in beiden IVP Gruppen deutlich höher als in der MOET-
Gruppe (10,9 ± 0,2 cm). Die SSL von Feten aus Einlingsgraviditäten war signifikant 
länger als bei Feten aus Zwillingsgraviditäten (p = 0,038). In der MOET-Gruppe 
betrug die SSL bei den Einlingen 11,0 ± 0,1 cm und bei den Zwillingen 10,9 ± 0,2 cm. 
Aufgetrennt in die beiden IVP-Gruppen lag die SSL bei IVP-1 bei 14,8 ± 0,2 cm bzw. 
14,0 ± 0,9 cm und bei IVP-2 14,9 ± 0,6 cm und 13,4 ± 0,8 cm. Die Wechselwirkung 
zwischen den Faktoren Versuchsgruppe und Fetenzahl (Einlingen oder Zwilling) war 
nicht signifikant (p = 0,225). 
 
 
Abb. 4.46: Scheitel-Steiß-Längen (  ± SD) in cm von Rinderfeten am 80. Tag der 
Gravidität aus konventionellem Embryotransfer (MOET: 8 Feten aus 5 Graviditäten) 
sowie aus zwei unterschiedlichen In vitro-Produktions-Protokollen (IVP-1: 8 Feten 
aus 5 Graviditäten; IVP-2: 8 Feten aus 6 Graviditäten). Die zweifaktorielle 
Varianzanalyse ergab einen signifikanten Einfluss der Versuchsgruppe (p < 0,001). 
Die Scheitel-Steiß-Längen von Feten aus Einlings- bzw. Zwillingsgravidität waren 
ebenfalls signifikant verschieden (p = 0,038). Die Wechselwirkung zwischen beiden 
Faktoren erwies sich als nicht signifikant (p = 0,225). 
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4.2.1.2. Brustumfang 
Für den fetalen Brustumfang ergab sich ein signifikanter Einfluss der 
Versuchsgruppe (p = 0,005; Abb.4.47). Er war mit 9,8 ± 0,7 cm (IVP-1) bzw. 9,8 ± 0,6 
cm (IVP-2) in beiden IVP-Gruppen deutlich höher als in der MOET-Gruppe (8,7 ± 0,4 
cm). Der Unterschied zwischen Einlingen und Zwillingen (MOET-Gruppe 8,8 ± 0,7 
cm bzw. 8,7 ± 0,3 cm; IVP-1: 10,4 ± 0,3 cm bzw. 9,6 ± 0,6 cm; IVP-2: 10,3 ± 0,2 cm 
bzw. 9,3 ± 0,8 cm) war ebenfalls signifikant (p = 0,031). Beim Brustumfang lag keine 
signifikante Wechselwirkung zwischen den Gruppen und der Fetenzahl (Einling oder 
Zwilling) vor (p = 0,329). 
 
 
Abb. 4.47: Brustumfang (  ± SD) in cm von Rinderfeten am 80. Tag der Gravidität 
aus konventionellem Embryotransfer (MOET: 8 Feten aus 5 Graviditäten) sowie aus 
zwei unterschiedlichen In vitro-Produktions-Protokollen (IVP-1: 8 Feten aus 5 
Graviditäten; IVP-2: 8 Feten aus 6 Graviditäten). Die zweifaktorielle Varianzanalyse 
ergab einen signifikanten Einfluss der Versuchsgruppe (p = 0,005). Die 
Brustumfänge von Feten aus Einlings- bzw. Zwillingsgravidität waren ebenfalls 
signifikant verschieden (p = 0,031). Die Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren 
erwies sich als nicht signifikant (p = 0,329). 
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4.2.1.3. Gewicht 
Auch für das fetale Gewicht ergab sich ein signifikanter Einfluss der 
Versuchsgruppe (p = 0,002). Das Fetengewicht war mit 95,3 ± 14,1 g bzw. 95,6 ± 
17,1 g in der IVP-1- bzw. IVP-2-Gruppe deutlich höher als in der MOET-Gruppe (65,9 
± 6,4 g). Feten aus Einlingsgraviditäten waren signifikant schwerer als aus 
Zwillingsgraviditäten (p = 0,011; Abb. 4.48). In der MOET-Gruppe wies das Gewicht 
bei den Einlingen 70,0 ± 11,7 g und bei den Zwillingen 63,8 ± 2,0 g auf. In den IVP-
Gruppen hatten die Einlinge ein Gewicht von 112,2 ± 12,2 g (IVP-1) sowie 107,9 ± 
11,2 g (IVP-2), während die Zwillinge 89,6 ± 10,1 g bzw. 83,3 ± 18,3 g wogen. Die 
Wechselwirkung  zwischen beiden Faktoren war nicht signifikant (p = 0,391). 
 
 
Abb. 4.48: Gewicht (  ± SD) in g von Rinderfeten am 80. Tag der Gravidität aus 
konventionellem Embryotransfer (MOET: 8 Feten aus 5 Graviditäten) sowie aus zwei 
unterschiedlichen In vitro-Produktions-Protokollen (IVP-1: 8 Feten aus 5 Graviditäten; 
IVP-2: 8 Feten aus 6 Graviditäten). Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab einen 
signifikanten Einfluss der Versuchsgruppe (p = 0,002). Die Gewichte von Feten aus 
Einlings- bzw. Zwillingsgravidität waren ebenfalls signifikant verschieden (p = 0,011). 
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4.2.1.4. Verhältnis Brustumfang zu Scheitel-Steiß-Länge 
Für das Verhältnis Brustumfang zu Scheitel-Steiß-Länge ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Versuchsgruppe (p < 0,001; Abb.4.49). Dieses Verhältnis 
war mit 0,69 ± 0,01 (IVP-1) bzw. 0,69 ± 0,02 (IVP-2) in beiden IVP-Gruppen niedriger 
als in der MOET-Gruppe (0,80 ± 0,03). Der Unterschied zwischen Einlingen und 
Zwillingen (MOET-Gruppe: 0,80 ± 0,06 bzw. 0,80 ± 0,02; IVP-1: 0,70 ± 0,01 bzw. 
0,68 ± 0,00; IVP-2: 0,69 ± 0,02 bzw. 0,69 ± 0,02) war nicht signifikant (p = 0,611). Bei 
dem Verhältnis Brustumfang zu Scheitel-Steiß-Länge lag keine signifikante 
Wechselwirkung zwischen den Gruppen und der Fetenzahl (Einling oder Zwilling) vor 
(p = 0,731). 
 
 
Abb. 4.49: Verhältnis Brustumfang zu Scheitel-Steiß-Länge (  ± SD) von 
Rinderfeten am 80. Tag der Gravidität aus konventionellem Embryotransfer (MOET: 
8 Feten aus 5 Graviditäten) sowie aus zwei unterschiedlichen In vitro-Produktions-
Protokollen (IVP-1: 8 Feten aus 5 Graviditäten; IVP-2: 8 Feten aus 6 Graviditäten). 
Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Einfluss der 
Versuchsgruppe (p < 0,001). Das Verhältnis Brustumfang zu Scheitel-Steiß-Längen 
von Feten aus Einlings- bzw. Zwillingsgravidität waren nicht signifikant verschieden 
(p = 0,611). Die Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren erwies sich als nicht 
signifikant (p = 0,731). 
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4.2.2. Expression von Komponenten des IGF-Systems in 
Rinderplazentomen aus MOET sowie aus zwei unterschiedlichen 
IVP-Protokollen (IVP1, IVP2)  
 
4.2.2.1. IGF1 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte die Expression von IGF1-mRNA in 
allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen MOET, IVP-1 und 
IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der 
PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
353 bp zu sehen (Abb. 4.50). 
 
 
Abb. 4.50: Qualitativer Nachweis von IGF1-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 353 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 
Plazentome aus konventionellem Embryotransfer; 1-1 bis 2-6 = Plazentome aus zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen.  
 
Die Messung der relativen IGF1-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-PCR 
ergab in der MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 3,5. In der IVP-1- bzw. in 
der IVP-2-Gruppe betrugen die mittleren RGE-Werte 4,0 bzw. 4,1. Der Einfluss der 
Versuchsgruppe erwies sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse als nicht signifikant 
(p = 0,687; Abb. 4.51).  
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Abb. 4.51: Expression von IGF1-mRNA in Rinderplazentomen von Trächtigkeiten 
aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei unterschiedlichen IVP-
Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich kein signifikanter 
Einfluss der Versuchgruppe (p =0,687).  
 
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGF1-mRNA Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht sowie dem Verhältnis 
BU/SSL (Abb. 4.52). 
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Abb. 4.52: Darstellung der relativen IGF1-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,473; RGE zu Brustumfang: p = 0,572; RGE zu Gewicht: 
p = 0,512; RGE zu BU/SSL: p = 0,487). 
 
4.2.2.2. IGF2 
Die Expression von IGF2-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen 
MOET, IVP-1 und IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der 
erwarteten Größe von 161 bp zu sehen (Abb. 4.53). 
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Abb. 4.53: Qualitativer Nachweis von IGF2-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 161 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 




Abb. 4.54: Expression von IGF2-mRNA in Rinderplazentomen von Trächtigkeiten 
aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei unterschiedlichen IVP-
Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR 
gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer Mittelwert und 
einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich ein signifikanter 
Einfluss der Versuchgruppe (p =0,001). Säulen mit unterschiedlicher Markierung 
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Die Messung der relativen IGF2-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-PCR 
ergab in der IVP-2 Gruppe einen mittleren RGE Wert von 12,2, während in der IVP-
1- und MOET-Gruppe mittlere RGE-Werte von 6,6 bzw. 7,0 gemessen wurden (Abb. 
4.54). In der einfaktoriellen ANOVA zeigte sich ein signifikanter Einfluss der 
Versuchsgruppe (p = 0,001). Ein paarweiser Vergleich der Versuchsgruppen 
untereinander ergab, dass sich IVP-2 signifikant von IVP-1 und MOET unterscheidet 
(p < 0,01).  
 
 
Abb. 4.55: Darstellung der relativen IGF2-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,120; RGE zu Brustumfang: p = 0,191; RGE zu Gewicht: 
p = 0,177; RGE zu BU/SSL: p = 0,163). 
 
 
 4.1.  Rinderplazentome aus In vitro-Produktion versus MOET 127 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGF2-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht sowie dem Verhältnis 
BU/SSL (Abb. 4.55). 
 
4.2.2.3. IGF1-R 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte die Expression von IGF1-R-mRNA in 
allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen MOET, IVP-1 und 
IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der 
PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
192 bp zu sehen (Abb. 4.56). 
 
 
Abb. 4.56: Qualitativer Nachweis von IGF1-R-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 192 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 
Plazentome aus konventionellem Embryotransfer; 1-1 bis 2-6 = Plazentome aus zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen. 
 
Die Messung der relativen IGF1-R-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab in der MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 1,1. In der IVP-1- 
bzw. in der IVP-2-Gruppe betrugen die mittleren RGE-Werte 1,3 bzw. 1,6. Der 
Einfluss der Versuchsgruppen erwies sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse als 
nicht signifikant (p = 0,151; Abb. 4.57). 
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Abb. 4.57: Expression von IGF1-R-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich kein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,151). 
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGF1-R-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht. Statistisch auffällig war die 
Korrelation zwischen der relativen IGF1-R-Expression und dem Verhältnis BU/SSL (p 
= 0,065; Abb. 4.58).  
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Abb. 4.58: Darstellung der relativen IGF1-R-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,208; RGE zu Brustumfang: p = 0,607; RGE zu Gewicht: 




Die Expression von IGF2-R-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen 
MOET, IVP-1 und IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der 
erwarteten Größe von 378 bp zu sehen (Abb. 4.59).  
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Abb. 4.59: Qualitativer Nachweis von IGF2-R-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 378 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 




Abb. 4.60: Expression von IGF2-R-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich kein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,218).  
 
Die Messung der relativen IGF2-R-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab für die Gruppen MOET (0,8 mittlerer RGE Wert), IVP-1 (0,7) und IVP-2 
(1,0) in der einfaktoriellen ANOVA keinen signifikanten Einfluss der Versuchsgruppe 
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In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGF2-R-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht sowie dem Verhältnis 
BU/SSL (Abb. 4.61).  
 
 
Abb. 4.61: Darstellung der relativen IGF2-R-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,627; RGE zu Brustumfang: p = 0,818; RGE zu Gewicht: 
p = 0,604; RGE zu BU/SSL: p = 0,522). 
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4.2.2.5. IGFBP-1 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte die Expression von IGFBP-1-mRNA in 
allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen MOET, IVP-1 und 
IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der 
PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
389 bp zu sehen (Abb. 4.62). 
 
 
Abb. 4.62: Qualitativer Nachweis von IGFBP-1-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 389 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 
Plazentome aus konventionellem Embryotransfer; 1-1 bis 2-6 = Plazentome aus zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen. 
 
Die Messung der relativen IGFBP-1-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab in der MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 1,3. In der IVP-1- 
bzw. in der IVP-2-Gruppe betrugen die mittleren RGE-Werte 0,9 bzw. 2,4. Der 
Einfluss der Versuchsgruppen erwies sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse als 
signifikant (p = 0,028). Ein paarweiser Gruppenvergleich mittels Tukey-Test ergab, 
dass sich die relative IGFBP-1-mRNA-Expression der Gruppen IVP-1 und IVP-2 
signifikant unterschieden (p < 0,05). Beide IVP-Gruppen unterschieden sich nicht 
signifikant von der MOET-Gruppe (Abb. 4.63). 
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Abb. 4.63: Expression von IGFBP-1-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,028). Säulen mit unterschiedlicher 
Markierung unterscheiden sich signifikant (p < 0,05; Tukey-Test). 
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-1-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht sowie dem Verhältnis 
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Abb. 4.64: Darstellung der relativen IGFBP-1-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,427; RGE zu Brustumfang: p = 0,720; RGE zu Gewicht: 
p = 0,616; RGE zu BU/SSL: p = 0,291) 
 
4.2.2.6. IGFBP-2 
Die Expression von IGFBP-2-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen 
MOET, IVP-1 und IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der 
erwarteten Größe von 278 bp zu sehen (Abb. 4.65).  
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Abb. 4.65: Qualitativer Nachweis von IGFBP-2-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 278 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 
Plazentome aus konventionellem Embryotransfer; 1-1 bis 2-6 = Plazentome aus zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen. 
 
Bei der statistischen Auswertung der mittels Real-Time RT-PCR gemessenen 
relativen IGFBP-2-mRNA-Expression zeigte sich in der einfaktoriellen ANOVA ein 
signifikanter Einfluss der Versuchsgruppe (p < 0,001; Abb. 4.66). Die Messung ergab 
für die MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 14,4. In den beiden IVP-
Gruppen wurden signifikant (p < 0,001) niedrigere IGFBP-2-mRNA-Expressionen 
gemessen (IVP-1: 4,1 bzw. IVP-2: 6,1). Die IGFBP-2-Expression der IVP-Gruppen 
unterschied sich nicht signifikant.  
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen der relativen IGFBP-
2-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL; p = 0,002), Brustumfang (BU; p = 0,023), Gewicht (p = 
0,020) sowie dem Verhältnis BU/SSL (p = 0,001; Tab. 4.1 und Abb. 4.67).  
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Abb. 4.66: Expression von IGFBP-2-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p < 0,001). Säulen mit unterschiedlichen 
Markierungen unterscheiden sich signifikant (p < 0,01; Tukey-Test). 
 
Tab. 4.1: Ergebnisse der Analysen bezüglich Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-2-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 








SSL (cm) 0,002 -0,715 y = 15,55 - 0,26x 
BU (cm) 0,023 -0,565 y = 10,32 - 0,09x 
Gew (g) 0,020 -0,574 y = 109,48 - 2,38x 
BU/SSL 0,001 0,740 y = 0,65 + 0,01x 
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Abb. 4.67: Darstellung der relativen IGFBP-2-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich signifikante Zusammenhänge (RGE zu Scheitel-
Steiß-Länge: p = 0,002; RGE zu Brustumfang: p = 0,023; RGE zu Gewicht: p = 
0,020; RGE zu BU/SSL: p = 0,001). 
 
4.2.2.7. IGFBP-3 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte die Expression von IGFBP-3-mRNA in 
allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen MOET, IVP-1 und 
IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der 
PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
229 bp zu sehen (Abb. 4.68). 
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Abb. 4.68: Qualitativer Nachweis von IGFBP-3-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 229 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 
Plazentome aus konventionellem Embryotransfer; 1-1 bis 2-6 = Plazentome aus zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen. 
 
Die Messung der relativen IGFBP-3-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab in der MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 12,9. In der IVP-1- 
bzw. in der IVP-2-Gruppe betrugen die mittleren RGE-Werte 7,7 bzw. 8,3. Der 
Einfluss der Versuchsgruppe erwies sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse als 
signifikant (p = 0,003; Abb. 4.69). Die MOET-Gruppe unterscheidet sich signifikant 
von den beiden IVP-Gruppen (MOET zu IVP-1: p < 0,01; MOET zu IVP-2: p < 0,05), 
die sich untereinander nicht signifikant unterscheiden.  
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen der relativen IGFBP-
3-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL; p < 0,001), Brustumfang (BU; p = 0,003), Gewicht (p = 
0,001) sowie dem Verhältnis BU/SSL (p = 0,002; Tab. 4.2 und Abb. 4.70).  
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Abb. 4.69: Expression von IGFBP-3-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich ein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,003). Säulen mit unterschiedlichen 
Markierungen unterscheiden sich signifikant (a-b = p < 0,01; c-d = p < 0,05; Tukey-
Test). 
 
Tab. 4.2: Ergebnisse der Analysen bezüglich Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-3-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 











SSL (cm) < 0,001 -0,801 y = 18,08 - 0,49x 
BU (cm) 0,003 -0,700 y = 11,36 - 0,18x 
Gew (g) 0,001 -0,729 y = 138,59 - 5,10x 
BU/SSL 0,002 0,710 y = 0,59 + 0,01x 
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Abb. 4.70: Darstellung der relativen IGFBP-3-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationsanlysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich signifikante Zusammenhänge (RGE zu Scheitel-
Steiß-Länge: p < 0,001; RGE zu Brustumfang: p = 0,003; RGE zu Gewicht: p = 
0,001; RGE zu BU/SSL p = 0,002). 
 
4.2.2.8. IGFBP-4 
Die Expression von IGFBP-4-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen 
MOET, IVP-1 und IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der 
erwarteten Größe von 427 bp zu sehen (Abb. 4.71).  
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Abb. 4.71: Qualitativer Nachweis von IGFBP-4-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 427 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 




Abb. 4.72: Expression von IGFBP-4-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich ein 
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Die Messung der relativen IGFBP-4-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab für die MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 1,7. In den beiden 
IVP-Gruppen wurden höhere IGFBP-4-mRNA-Expressionen gemessen (IVP-1: 2,3 
bzw. IVP-2: 2,5). In der einfaktoriellen ANOVA zeigte sich ein statistisch auffälliger 
Einfluss der Versuchsgruppe (p = 0,062; Abb. 4.72).  
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-4-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Brustumfang (BU) und Gewicht. Statistisch auffällig war die Korrelation zwischen der 
relativen IGFBP-4-Expression und der Scheitel-Steiß-Länge (SSL; p = 0,075), 
signifikant war die Korrelation zwischen RGE und dem Verhältnis BU/SSL (p = 0,035; 
Tab. 4.3 und Abb. 4.73).  
 
Tab. 4.3: Ergebnisse der Analysen bezüglich Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-4-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 











SSL (cm) 0,075 - - 
BU (cm) 0,238 - - 
Gew (g) 0,186 - - 
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Abb. 4.73: Darstellung der relativen IGFBP-4-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge für RGE zu 
Brustumfang (p = 0,238) und RGE zu Gewicht (p = 0,286). Statistisch auffällig ist die 
Korrelation RGE zu Scheitel-Steiß-Länge (p = 0,075), signifikant die Korrelation RGE 
zu BU/SSL (p = 0,035). 
 
4.2.2.9. IGFBP-5 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte die Expression von IGFBP-5-mRNA in 
allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen MOET, IVP-1 und 
IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der 
PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
207 bp zu sehen (Abb. 4.74). 
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Abb. 4.74: Qualitativer Nachweis von IGFBP-5-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 207 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 




Abb. 4.75: Expression von IGFBP-5-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich kein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,410). 
 
Die Messung der relativen IGFBP-5-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab in der MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 1,1. In der IVP-1- 
bzw. in der IVP-2-Gruppe betrugen die mittleren RGE-Werte 1,4 bzw. 1,2. Der 
Einfluss der Versuchsgruppe erwies sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse als 
nicht signifikant (p = 0,410; Abb. 4.75).  
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In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-5-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht sowie dem Verhältnis 
BU/SSL (Abb. 4.76). 
 
 
Abb. 4.76: Darstellung der relativen IGFBP-5-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,240; RGE zu Brustumfang: p = 0,188; RGE zu Gewicht: 
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4.2.2.10. IGFBP-6 
Die Expression von IGFBP-6-mRNA konnte mittels konventioneller RT-PCR 
qualitativ in allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen 
MOET, IVP-1 und IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung der PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der 
erwarteten Größe von 229 bp zu sehen (Abb. 4.77).  
 
 
Abb. 4.77: Qualitativer Nachweis von IGFBP-6-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 229 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 
Plazentome aus konventionellem Embryotransfer; 1-1 bis 2-6 = Plazentome aus zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen.  
 
Die Messung der relativen IGFBP-6-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab mittlere RGE-Werte von 6,6 (MOET), 9,5 (IVP-1) und 8,7 (IVP-2). In der 
einfaktoriellen ANOVA zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Versuchsgruppe 
(p = 0,214; Abb. 4.78).  
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-6-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU) und Gewicht. Signifikant war die 
Korrelation zwischen der relativen IGFBP-6-Expression und dem Verhältnis BU/SSL 
(p = 0,025; Tab. 4.4 und Abb. 4.79). 
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Abb. 4.78: Expression von IGFBP-6-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich kein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,214).  
 
Tab. 4.4: Ergebnisse der Analysen bezüglich Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-6-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 











SSL (cm) 0,155 - - 
BU (cm) 0,640 - - 
Gew (g) 0,636 - - 
BU/SSL 0,025 -0,557 y = 0,83 - 0,01x 
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Abb. 4.79: Darstellung der relativen IGFBP-6-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge  zwischen 
RGE zu Scheitel-Steiß-Länge (p = 0,155), RGE zu Brustumfang (p = 0,640) und 
RGE zu Gewicht (p = 0,636). Signifikant ist die Korrelation zwischen RGE zu BU/SSL 
(p = 0,025). 
 
4.2.2.11. IGFBP-7 
Mittels konventioneller RT-PCR konnte die Expression von IGFBP-7-mRNA in 
allen untersuchten Rinderplazentomen aus den Versuchsgruppen MOET, IVP-1 und 
IVP-2 nachgewiesen werden. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der 
PCR-Produkte war jeweils nur eine spezifische Bande in der erwarteten Größe von 
220 bp zu sehen (Abb. 4.80). 
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Abb. 4.80: Qualitativer Nachweis von IGFBP-7-mRNA mittels konventioneller RT-
PCR. Analyse der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese. In allen untersuchten 
Proben ist eine einzige Bande mit einer Größe von 220 bp zu erkennen. M = 100 bp 
DNA-Marker; N = negative Kontrolle, RNA durch Wasser ersetzt; M-1 bis M-5 = 




Abb. 4.81: Expression von IGFBP-7-mRNA in Rinderplazentomen von 
Trächtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (MOET) und zwei 
unterschiedlichen IVP-Protokollen (IVP-1 und IVP-2). Dargestellt ist die mittels Real-
Time RT-PCR gemessene relative Genexpression (RGE) als geometrischer 
Mittelwert und einfacher Streubereich. In der einfaktoriellen ANOVA ergab sich kein 
signifikanter Einfluss der Versuchgruppe (p =0,223). 
 
Die Messung der relativen IGFBP-7-mRNA-Expression mittels Real-Time RT-
PCR ergab in der MOET-Gruppe einen mittleren RGE-Wert von 1,6. In der IVP-1- 
bzw. in der IVP-2-Gruppe betrugen die mittleren RGE-Werte 2,4 bzw. 2,0. Der 
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Einfluss der Versuchsgruppe erwies sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse als 
nicht signifikant (p = 0,223; Abb. 4.81). 
 
In Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aller untersuchten 
Trächtigkeiten ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der relativen 
IGFBP-7-mRNA-Expression in den Plazentomen und den fetalen Größenparametern 
Scheitel-Steiß-Länge (SSL), Brustumfang (BU), Gewicht sowie zum Verhältnis 
BU/SSL (Abb. 4.82). 
 
 
Abb. 4.82: Darstellung der relativen IGFBP-7-mRNA-Expression (RGE) in 
Plazentomen in Bezug auf die fetalen Größenparameter Scheitel-Steiß-Länge (SSL), 
Brustumfang (BU) und Gewicht sowie zum Verhältnis BU/SSL. In 
Korrelationsanalysen unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchgruppen 
(MOET, IVP-1, IVP-2) ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge (RGE zu 
Scheitel-Steiß-Länge: p = 0,492; RGE zu Brustumfang: p = 0,933; RGE zu Gewicht: 
p = 0,900; RGE zu BU/SSL: p = 0,164). 




 Primäres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels Real-Time RT-PCR auf 
Unterschiede in der Expression des IGF-Systems zwischen Plazentomen aus LOS-
Trächtigkeiten und der normalen Gravidität zu untersuchen. Die LOS-Trächtigkeiten 
wurden mittels IVP produziert und die Kontrollgruppe (normale Gravidität) durch 
Embryotransfer nach Superovulation (MOET) erzeugt. In einem weiteren Schritt 
sollte auf Korrelationen zwischen der Expression des IGF-Systems in der Plazenta 
und fetalen Größenparametern untersucht werden. Ziel dieser Analyse war es, 
Hinweise auf eine mögliche Beteiligung der plazentaren IGF-System-Expression an 
der Entstehung des fetalen Überwuchses zu erhalten. 
 Da grundlegende Informationen zum Vorkommen und zur möglichen 
Bedeutung des IGF-Systems in den Rinderplazentomen kaum vorlagen, sollte in 
einem ersten Schritt der vorliegenden Studie das komplette derzeit bekannte IGF-
System im Verlauf der Gravidität und unter der Geburt auf mRNA-Ebene analysiert 
werden. Die  Expression der Liganden (IGF1 und IGF2) und der Rezeptoren (IGF1-R 




5.2. Methodische Aspekte 
Für den immunhistochemischen Nachweis des IGF2-R stand ein Antikörper 
gegen den bovinen kationenunabhängigen Mannose-6-Phosphat-/IGF2-R zur 
Verfügung, der in zahlreichen vorangegangenen Arbeiten zur Detektion des IGF2-R 
in der Immunhistochemie und anderen Methoden angewendet worden war (Chen et 
al., 1997; Sohar et al., 1998; Jadot et al., 1999). Für die übrigen Komponenten des 
IGF-Systems waren keine gegen das entsprechende Molekül des Rindes erzeugten 
Antikörper verfügbar. Daher wurden zur immunhistochemischen Darstellung von 
IGF1, IGF2 und der beiden IGF1-R-Untereinheiten gegen das jeweilige homologe 
Molekül des Menschen gerichtete Antikörper ausgetestet. Hinsichtlich IGF1 und IGF2 
konnte nach den vom Hersteller angegebenen Immunogene (Tab. 3.12) aufgrund der 
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hohen Homologien der entsprechenden Molekülabschnitte zwischen Mensch und 
Rind (IGF1 = 94,2%; IGF2 = 80,4%) eine ausreichende Kreuzreaktion erwartet 
werden. Zur Darstellung des IGF1-R wurde ein gegen den N-Terminus der α-
Untereinheit und ein gegen den C-Terminus der ß-Untereinheit gerichteter Antikörper 
ausgetestet. In beiden Fällen wurden vom Hersteller keine weitergehenden Angaben 
zum jeweiligen Immunogen gemacht. Beim Vergleich der entsprechenden 
Aminosäuresequenzen wurden aber auch hier Bereiche mit hoher Homologie 
zwischen Mensch und Rind gefunden. Dies spricht in Verbindung mit den Resultaten 
der Negativkontrollen (Austausch der spezifischen Primärantikörper durch 
unspezifische Kaninchen-Antikörper), in denen keine nennenswerten Farbreaktionen 
beobachtet wurden dafür, dass mit allen etablierten immunhistochemischen 
Verfahren die jeweilige IGF-System-Komponente des Rindes spezifisch detektiert 
wurde.  
Im Gegensatz zu mRNA-Expressionstudien an isolierten Zellen wird bei 
entsprechenden Untersuchungen an komplex aufgebauten Organen ein Signal 
erfasst, zu dem verschiedene Zelltypen beitragen können, in denen das Zielgen 
häufig unterschiedlich reguliert wird. Weiterhin kann die Expression eines Gens auch 
innerhalb bestimmter Zelltypen in einem Organ erhebliche regionale Unterschiede 
aufweisen. Um die Aussagekraft der eigenen Ergebnisse zu steigern, wurden daher 
neben den Untersuchungen an Gesamt-Plazentomen auch Untersuchungen an 
manuell getrennten Kotyledonen- bzw. Karunkelgeweben durchgeführt. Diese 
wurden, sofern entsprechende Methoden verfügbar waren bzw. etabliert werden 
konnten, durch immunhistochemische Untersuchungen ergänzt, die primär der 
Identifizierung Zielgen-exprimierender Zelltypen dienten. In frühen 
Trächtigkeitsstadien waren aufgrund der empfindlichen Gewebekonsistenz keine 
geeigneten Präparationen herzustellen, so dass Untersuchungen vor dem 100. 
Graviditätstag nur an Gesamtplazentomen durchgeführt wurden. Weiterhin ist bei der 
Interpretation von mRNA-Profilen in „Kotyledonen“ und „Karunkeln“ zu 
berücksichtigen, dass die Aussagekraft solcher Daten eingeschränkt ist, wenn die 
jeweilige Zielgen-mRNA in den reifen Trophoblastriesenzellen exprimiert wird, da 
diese nach eigener Erfahrung bei der manuellen Trennung des Plazentomes zu 
einem erheblichen Anteil in der Karunkel-Präparation zu finden sind. Die 
Kreuzkontamination mit anderen Zelltypen ist dagegen erheblich niedriger und kann 
bei sauberer Präparation weitgehend vernachlässigt werden. 
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5.3.  Ergebnisse 
5.3.1. Expression von Komponenten des IGF-Systems in 
Rinderplazentomen im Verlauf der Gravidität und unter der Geburt 
Die konventionelle RT-PCR wies alle Mitglieder des IGF-Systems zu den 
verschiedenen Beobachtungszeitpunkten nach, so dass das komplette IGF-System 
in den Rinderplazentomen im Verlauf der Gravidität und unter der Geburt exprimiert 
wird. 
IGF1 zeigt auf mRNA-Ebene im ersten Trimester eine hohe Expression im 
Gesamtplazentom, die im weiteren Verlauf eher auf basalem Niveau liegt. Es lässt 
sich jedoch im Zeitraum praepartal und unter der Geburt ein leichter 
Expressionsanstieg erkennen, der sich nach Auftrennung in Kotyledone und 
Karunkel im maternalen Teil der Plazentome wiederfindet (Kap. 4.1.1.1.) Die IGF1-
mRNA-Expression im fetalen Anteil der Plazentome ist quantitativ von 
untergeordneter Bedeutung. Entsprechend wurden in der Immunhistochemie in den 
Kotyledonen nur schwache Signale im fetalem Stroma, den Kapillaren und den 
Trophoblastzellen gefunden (Kap. 4.1.1.2.). Trotz der fehlenden Anfärbungen in den 
Negativkontrollen (Abb. 4.4.A) ist es jedoch fraglich, in wie weit diesen schwachen 
Signalen im fetalen Teil der Plazentome tatsächlich eine IGF1-Expression zugrunde 
liegt. Übereinstimmend mit der quantitativen mRNA-Analyse finden sich die 
deutlichsten Immunsignale für IGF1 im maternalen Anteil des Plazentoms. In der IHC 
wurde IGF1 im maternalen Stroma und in den Wänden aller größeren und kleineren 
Gefäße lokalisiert. Der auf mRNA-Ebene festgestellte signifikante zeitliche Effekt im 
Verlauf der Gravidität war auf Protein-Ebene jedoch nicht nachweisbar. Dies erklärt 
sich möglicherweise dadurch, dass das immunhistochemisch vor allem in den 
Karunkeln gefäßassoziiert nachgewiesene IGF1 zu einem erheblichen Teil nicht lokal 
in den Plazentomen produziert wird, sondern dem maternalen Blut entstammt, wo es 
vor allem in der frühen Gravidität in hohen Konzentrationen zirkuliert (Hossner et al. 
1997). Eine nahezu ubiquitäre Lokalisation wie von Ravelich et al. (2004) in 
Karunkeln und Kotyledonen am 50., 100. und 150. Trächtigkeitstag beschrieben, war 
in der eigenen Untersuchung jedoch nicht nachvollziehbar.  
IGF2 zeigt in den Gesamtplazentomen einen Expressionsanstieg der mRNA 
vom ersten bis zum dritten Trimester, mit einer daran angeschlossenen 
Plateauphase im praepartalen Zeitraum und unter der Geburt. In den 
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Untersuchungen an Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe ist zu erkennen, dass dieser 
Anstieg primär im fetalen Teil des Plazentomes stattfindet (Kap. 4.1.2.1.). 
Übereinstimmend dazu ist in den Trophoblastriesenzellen und den uninukleären 
Trophoblastzellen ein signifikanter Anstieg des immunreaktiven Scores im 
Trächtigkeitsverlauf zu beobachten (Kap. 4.1.2.2.), während er in anderen Zelltypen 
der Kotyledone sowie in den IGF2-positiven Karunkelzelltypen auf konstantem 
Niveau bleibt. Hauptsächlich ist IGF2 aber in den fetalen und maternalen Gefäßen 
lokalisiert. Möglicherweise entstammt auch das gefäßassoziiert nachgewiesene IGF2 
überwiegend dem fetalen bzw. maternalen Blut, wo es bei graviden Rindern in hohen 
Konzentrationen nachweisbar ist (Holland et al., 1997; Hosner et al., 1997). Die 
konstante maternale Expression auf mRNA-Ebene und der konstante Nachweis auf 
Proteinebene ist in Übereinstimmung mit Untersuchungen von Gluckman und Butler 
(1983) an Schafplazentomen. Sie fanden in den untersuchten Karunkeln ebenfalls 
eine kontante IGF2-Konzentration zwischen dem 50.–140. Graviditätstag. Ein 
Anstieg der IGF2-Expression im Trophoblasten während der Gravidität wurde auch 
bei Primaten mittels In situ-Hybridisierung beobachtet (Zollers et al., 2001). Eine 
deutlichere IGF2-mRNA-Expression im fetalen als im maternalen Anteil fanden 
ebenfalls Reynolds et al. (1997) im Schafplazentom, weiterhin wurde auch eine 
starke Expression im fetalen Mesoderm festgestellt. In den Karunkeln von Schafen 
war die IGF2-mRNA-Expression, wie in den eigenen Untersuchungen beim Rind 
festgestellt, in der frühen Gravidität ebenfalls auf moderatem Niveau. Wie für IGF1 
zeigte sich in den immunhistochemischen Untersuchungen von Ravelich et al. (2004) 
in Rinderplazentomen eine nahezu ubiquitäre Expression von IGF2. Auch dieses war 
in den eigenen Untersuchungen nicht nachvollziehbar. 
 
Die beiden für die Darstellung des IGF1-R etablierten Verfahren zeigen 
hinsichtlich der angefärbten Zelltypen ein weitgehend übereinstimmendes 
Reaktionsmuster, was beide Teilergebnisse prinzipiell gegenseitig bestätigt. 
Lokalisiert ist das Protein des IGF1-R hauptsächlich in den fetalen und maternalen 
Kapillaren sowie den größeren Blutgefäßen in der Karunkel (Kap. 4.1.3.2.). 
Allerdings zeigte sich in den größeren Gefäßen, dass dort die α-Untereinheit fast 
ausschließlich in der Media nachweisbar war, während die ß-Untereinheit primär in 
der Intima lokalisiert war. Die Ursache für diesen Unterschied ist unklar. 
Möglicherweise sind die Epitope in den verschiedenen Anteilen der Gefäßwand nicht 
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gleichermaßen zugänglich oder durch Wechselwirkungen mit anderen Molekülen, 
z.B. den Liganden, in unterschiedlichem Ausmaß blockiert. Die Proteinlokalisation in 
den Kapillaren und größeren Gefäßen deutet auf eine Beteiligung des IGF-Systems 
bei der Steuerung der Angiogenese und/oder der Regulation von Gefäßfunktion hin. 
Auch bei der Ratte zeigten Untersuchungen mittels In-situ Hybridisierung die IGF1-R-
mRNA in fetalen und maternalen Kapillaren und in den größeren Gefäßen der 
Plazenta (Zhou und Bondy, 1992). In der Kotyledone und der Karunkel wird die 
IGF1-R-mRNA auf annährend identischem Niveau exprimiert. Die mRNA-Expression 
im Gesamtplazentom ist zweiphasig (Kap. 4.1.3.1.), mit einem Maximum im ersten 
Trimester, vergleichbar mit IGF1, und einem erneuten Anstieg nach dem zweiten 
Trimester, ähnlich dem Verlauf von IGF2. Auf Proteinebene waren dagegen keine 
signifikanten Veränderungen der IGF1-R-Expression im Verlauf der Trächtigkeit zu 
erkennen. 
Bei der Messung der IGF2-R-mRNA war in den Gesamtplazentomen keine 
Abhängigkeit der Expression von der Beobachtungsgruppe nachweisbar. In der nach 
Herkunft des Gewebes getrennten Untersuchung wurde im dritten Trimester eine 
erhöhte Expression in der Karunkel gemessen, wohingegen die Kotyledone eine 
annähernd gleich bleibende Expression zeigt (Kap. 4.1.4.1.). Immunhistochemisch 
wurde IGF2-R hauptsächlich in den fetalen und maternalen Kapillaren, aber auch im 
maternalen Stroma und im Karunkelepithel lokalisiert. In größeren maternalen 
Gefäßen ist die Expression von untergeordneter Bedeutung (Kap. 4.1.4.2.). Zhou 
und Boundy (1992) detektierten in ihren Studien bei der Ratte mittels In-situ 
Hybridisierung IGF2-R-mRNA in allen Anteilen der Plazenta, vor allem im 
Trophoblast und in den Kapillaren. 
 
Die Messungen der IGFBP-mRNA-Expression in fetalen bzw. maternalen 
Anteilen der Plazentome weisen teilweise auf erhebliche Expressionsunterschiede 
zwischen Karunkel und Kotyledone hin. IGFBP-1 und -2 werden fast ausschließlich 
im maternalen Teil der Plazentome exprimiert. Auch bei IGFBP-3, -4, -6 und -7 ist die 
Expression in der Karunkel signifikant höher als in der Kotyledone. Lediglich IGFBP-
5 zeigt eine nahezu ausschließliche Expression auf der fetalen Seite.  
IGFBP-1 weist einen Expressionsanstieg bis unter die Geburt auf, der rein 
maternalen Ursprungs ist (Kap. 4.1.5.1.). In immunhistochemischen Untersuchungen 
an Rinderplazentomen am Tag 50 der Gravidität wurden von Ravelich et al. (2004) in 
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der Kotyledone kein IGFBP-1 auf Proteinebene detektiert, nur am Karunkelstiel 
zeigten sich deutliche Signale. 
Im Gesamtplazentom zeigt IGFBP-2 ein Expressionsmaximum im ersten 
Trimester. Zu vermuten ist, dass auch dieses Maximum rein karunkulären Ursprungs 
ist, da bei den ab dem zweiten Trimester durchgeführten Untersuchungen an 
getrennten Kotyledonen- und Karunkelgewebe die IGFBP-2-Expression praktisch 
ausschließlich dem maternalen Kompartiment zugeordnet werden konnte (Kap. 
4.1.5.2.). In Übereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen auf mRNA-Ebene 
fanden auch Ravelich et al. (2004) in immunhistochemischen Untersuchungen an 
Rinderplazentomen am 50. und 100. Tag der Trächtigkeit IGFBP2-spezifische 
Immunsignale nur im Karunkelstroma. Am 150. Trächtigkeitstag waren diese nicht 
mehr nachweisbar, was mit dem in den eigenen Untersuchungen festgestellten 
Verlauf der IGFBP2-mRNA-Expression im entsprechenden Zeitraum prinzipiell im 
Einklang steht. Reynolds et al. (1997) fanden beim Schaf IGFBP-2-mRNA durch In-
situ Hybridisierung erst ab dem 29. Trächtigkeitstag und ausschließlich im Karunkel-
ähnlichen Stromabereich unter dem luminalen Uterusepithel. In anderen 
Uterusbereichen sowie im fetalen Teil der Plazenta war IGFBP-2-mRNA nicht 
nachweisbar. Der Verlauf der IGFBP2-mRNA-Expression im Gesamtplazentom des 
Rindes ähnelt sehr der Expression von IGF1-R, welcher jedoch annähernd 
gleichermaßen in Karunkel und Kotyledonen lokalisiert wurde. 
Für IGFBP-3 zeigt sich im Gesamtplazentom kein signifikanter Einfluss der 
Beobachtungsgruppe. Untersuchungen an getrennten Karunkel- bzw. 
Kotyledonengewebe ergaben jedoch einen signifikanten Einfluss der 
Beobachtungsgruppe und der Gewebeherkunft sowie eine signifikante 
Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren. Hierbei war die IGFBP-3-mRNA-
Expression zwischen dem 2. Trimester und der präpartalen Phase in den Karunkeln 
höher als in den Kotyledonen. Unter der Geburt war das Expressionsniveau in 
beiden Anteilen der Plazentome annähernd gleich (Kap. 4.1.5.3.). In 
Schafplazentomen wurde in frühen bis mittleren Stadien der Gravidität mittels In-situ 
Hybridisierung IGFBP-3-mRNA dagegen ausschließlich in der Karunkel und dort 
vorwiegend in der Wand von Blutgefäßen lokalisiert (Reynolds et al., 1997). 
Die Expression von IGFBP-4-mRNA wies große Ähnlichkeiten mit derjenigen 
von IGFBP-3-mRNA auf, zeigte aber bei der separaten Erfassung in Karunkel und 
Kotyledone keinen signifikanten, jedoch einen statistisch auffälligen Zeiteffekt 
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(p=0.068). Die IGFBP-4-mRNA-Expression konnte ebenso wie im Fall der IGFBP-3-
mRNA primär dem maternalen Anteil der Plazentome zugeordnet werden (Kap. 
4.1.5.4.). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Befunden aus Untersuchungen an 
Schafplazentomen, wo mittels In-situ Hybridisierung IGFBP-4-mRNA in den „dense 
caruncular-like stroma lining“, im Deutschen Basalplatte der Karunkel, nicht jedoch in 
den Kotyledonen nachweisbar war (Reynolds et al., 1997). 
IGFBP-5 ist das einzige Bindungsprotein, welches in den Rinderplazentomen 
vorwiegend im fetalen Kompartiment exprimiert wird (Kap. 4.1.5.5.). Hier kommt es 
im praepartalen Zeitraum und unter der Geburt auf mRNA-Ebene zu einem 
deutlichen Anstieg der Expression. In den Karunkeln wurde dagegen über den 
untersuchten Zeitraum eine auf niedrigem Niveau konstante IGFBP-5-mRNA-
Expression gemessen. Die Tatsache, dass der prae- und intrapartale 
Expressionsanstieg bei den Untersuchungen an Gesamtplazentomen deutlich 
schwächer ausfiel und nicht signifikant war, lässt sich dadurch erklären, dass die 
Kotyledone bezogen auf die Gewebemasse deutlich weniger zum Aufbau des 
Plazentomes beiträgt als die Karunkel (Reynolds et al., 1990; Ferrell, 1991). Wathes 
et al. (1998) wiesen beim Schaf IGFBP-5-mRNA im Uterusepithel nach. 
Untersuchungen an Plazentomen erfolgten nicht.  
IGFBP-6 zeigt zwischen dem zweiten Trimester und dem Graviditätsende 
sowohl fetal als auch maternal ein Expressionsmaximum unter der Geburt, dieser 
Anstieg ist fetal früher und kontinuierlicher als in der Karunkel (Kap. 4.1.5.6.). Bei 
Messungen im Gesamtplazentom wurde allerdings wie für IGF1 die mit Abstand 
höchste ImRNA-Konzentration im ersten Trimester gefunden. Über die Expression 
von IGFBP-6-mRNA im fetalen oder maternalen Anteil des Plazentomes war bisher 
nichts bekannt. 
Zwischen dem zweiten Trimester und der unmittelbar praepartalen Phase wird 
IGFBP-7 in der Karunkel deutlich stärker exprimiert als in der Kotyledone. Unter der 
Geburt wurde in beiden Anteilen des Plazentomes eine gegenüber der 
vorangegangenen Trächtigkeitsphase erhöhte, nahezu identische Expression 
gemessen. Auch bei Messungen an Gesamtplazentomen zeigte sich ein 
Expressionsmaximum unter der Geburt, allerdings war dort der Einfluss der 
Beobachtungsgruppe nicht sigifikant (Kap. 4.1.5.7.). Insgesamt weist auf mRNA-
Ebene die Expression von IGFBP-7 sowohl im Gesamtplazentom als auch bei der 
separaten Erfassung in Karunkeln und Kotyledonen eine große Ähnlichkeit zur 
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Expression von IGFBP-3 und -4 auf. In der Plazenta und im weiblichen Genitale ist 
IGFBP-7 bislang nicht untersucht worden, so dass derzeit hierzu keine Daten in der 
Literatur vorliegen. 
IGF1 und IGF2 können nach derzeitigem Kenntnisstand eine Signalkaskade 
nur über die Bindung an den IGF1-R induzieren, während der IGF2-R offensichtlich 
der IGF2-Inaktivierung dient (Baker et al., 1993). Immunhistochemisch wurde IGF1-R 
sowohl im fetalen als auch im maternalen Teil der Plazentome im Gefäßsystem 
lokalisiert. Nur in den Karunkeln war daneben auch eine nennenswerte, wenn auch 
deutlich schwächere Expression im Stroma festzustellen. Dieser Befund spricht 
dafür, dass die Steuerung von Angiogenese und/oder Gefäßfunktionen wichtige 
Aufgaben des IGF-Systems in der Rinderplazenta darstellen. Aufgrund der 
überragenden Bedeutung des Gefäßsystems für Wachstum, Differenzierung und 
Funktionen der Plazenta ist anzunehmen, dass in den Plazentomen des Rindes das 
IGF-System eine wichtige Rolle spielt. Für einen erheblichen Anteil der untersuchten 
Mitglieder des IGF-Systems konnten deutliche Veränderungen der Expression im 
Verlauf der Gravidität festgestellt werden. Dies spricht dafür, dass diese Faktoren 
eine über eine rein permissive Funktion hinausgehende, aktive regulatorische Rolle 
spielen. Die beiden Liganden, IGF1 und IGF2, waren ebenfalls deutlich im fetalen 
(IGF2) und maternalen (IGF1 und IGF2) Gefäßsystem nachweisbar. Es ist jedoch 
fraglich, in wieweit das im Gefäßsystem nachgewiesene IGF1 bzw. IGF2 tatsächlich 
in den entsprechenden Zellen produziert wurde, da Gefäßendothelien allgemein nicht 
als Syntheseort dieser Faktoren angesehen werden (Fowden, 2003). Möglicherweise 
liegt diesen Immunsignalen daher Rezeptor- oder IGFBP-gebundes IGF zugrunde. 
Als Hauptsyntheseort von IGF1 kann daher in den Plazentomen das Karunkelstroma 
angesehen werden, während IGF2 vorwiegend im Karunkel- und Kotyledonenstroma 
sowie in Trophoblasten produziert wird. Eine IGF2-Expression im Trophoblasten 
wurde auch bei anderen Spezies beschrieben (Reynolds et al., 1997; Han und 
Carter, 2000; Zollers et al., 2001). IGF2-R wird in den Plazentomen vor allem 
maternal im Karunkelepithel exprimiert. Da dieser Rezeptor hauptsächlich die 
Aufgabe hat, IGF2 abzufangen und im Lysosom zu degradieren, ist davon 
auszugehen, dass das Karunkelepithel einen Schutzwall gegen das in der 
Kotyledone synthetisierte IGF2 bildet. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, 
dass IGF2 durch die invasive bzw. destruktive Aktivität der Trophoblastriesenzellen 
in erheblichen Umfang ins maternale Kompartiment gelangen kann. Interessant 
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erscheint hier die Frage, ob die Orte der Invasion oder der Schaffung von 
Epithellücken zufällig sind, oder ob die invasive/destruktive Aktivität der 
Trophoblastriesenzellen durch Reize aus der Karunkel, z.B. ausgehend von einer 
lokalen Hypoxie, beeinflusst wird. Die Co-Lokalisation von IGF1-R und IGF2-R in den 
Kapillaren deutet auf lokale Mechanismen hin, welche die Verfügbarkeit von freiem 
aktiven IGF2 in Zielzellen regulieren. Möglicherweise dient die Expression von IGF2-
R in den Kapillarendothelien auch dazu, die Passage von IGF2 durch die 
Kapillarwände einzuschränken (Abb. 5.1.). Es ist zurzeit unklar, ob und in welchem 
Umfang die Plazentome IGF1 und -2 in die fetale bzw. maternale Zirkulation 
abgeben oder von dort aufnehmen. Im fetalen und maternalen Blut werden während 
der Gravidität hohe Konzentrationen an IGF1 und -2 gemessen, wobei sowohl im 
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Abb. 5.1: Auf eigenen Befunden basierendes Konzept von Synthese- und 
Wirkungsorten der IGF-Liganden und -Rezeptoren im Rinderplazentom: Die 
Wirkung von IGF1 und IGF2 wird über den IGF1-R vermittelt, während IGF2-R der 
Inaktivierung und Degradierung von IGF2 dient. IGF1 wird in den Plazentomen 
primär im Karunkelstroma gebildet, sein Wirkungsort sind in erster Linie die 
maternalen Gefäße und Kapillaren. IGF2 stammt vorwiegend aus den Trophoblasten 
sowie dem Kotyledonenstroma und entfaltet seine Wirkung im Gefäßsystem der 
Chorionzotten. Aufgrund der deutlichen IGF2-R-Expression im Karunkelepithel und 
in den maternalen Kapillaren ist anzunehmen, dass IGF2-R dort den Übertritt vom 
fetalen ins maternale Kompartiment bzw. die Wirkung auf das maternale 
Gefäßsystem limitiert. Durch die invasive Aktivität der Trophoblastriesenzellen kann 
IGF2 dennoch in nennenswerten Umfang in das maternale Kompartiment gelangen. 
Unklar ist, ob und in welchem Umfang die Plazentome IGF1 und -2 in die fetale bzw. 
maternale Zirkulation abgeben oder von dort aufnehmen. Hellgrau = Kotyledone mit 
Trophoblastriesenzellen, uninukleären Trophoblastzellen und fetaler Kapillare; 
dunkelgrau = Karunkel mit Karunkelepithel, Karunkelstroma (schraffiert), maternalem 
Gefäß und Kapillare. 
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5.3.2. Ergebnisse der Untersuchungen an Trächtigkeiten aus 
konventionellem Embryotransfer nach Superovulation (MOET) 
und In vitro-Produktion (IVP) 
 
5.3.2.1 Tierexperiment und Phänotyp der MOET- und IVP-Feten 
Ausgangspunkt der eigenen Untersuchungen war die Beobachtung an der 
Bayerischen Landesanstalt für Tierzucht in Grub, dass nach der Anwendung eines 
bestimmten Protokolls zur in vitro-Produktion von Embryonen (Protokoll IVP-2) 
gehäuft ein ausgeprägter fetaler Überwuchs auftrat, während Feten, die nach einem 
weiteren sehr ähnlichen Protokoll erzeugt wurden (IVP-1-Originalmethode), davon 
weitaus seltener betroffen waren (Hiendleder et al., 2006). Als Ursache der 
unterschiedlichen LOS-Inzidenzen nach Anwendung der beiden IVP-Protokolle 
wurde eine unterschiedliche Supplementierung des Mediums zur in vitro-Maturation 
(IVM) der Oozyten mit Gonadotropinen vermutet (IVP-1: 0,01 U/ml bovines FSH und 
0,01 U/ml bovines LH; IVP-2: 0,2 U/ml ovines FSH). Zur Verifizierung dieser 
Hypothese war daher ursprüngliches Ziel des Tierexperimentes, Rinderfeten nach 
zwei Protokollen zu produzieren, die sich nur im Gonadotropinzusatz zum IVM-
Medium unterschieden. Falls es in diesem Experiment gelungen wäre, die 
unterschiedliche Häufigkeit des fetalen Überwuchses zwischen beiden Protokollen zu 
reproduzieren, hätte man dem nur in Protokoll IVP-2 erwarteten LOS-Phänotyp eine 
recht genau definierte Ursache zuordnen können. Dazu war es erforderlich, die 
beiden Protokolle in allen anderen Bereichen einander völlig anzugleichen. Ein 
weiterer Unterschied zwischen der IVP-1-Originalmethode und dem IVP-2-Protokoll 
(Hiendleder et al., 2006) war neben dem Gonadotropinzusatz zum IVM-Medium die 
unterschiedliche Supplementierung des Mediums für die in vitro-Kultur (IVC) der 
Embryonen mit Estrus Cow Serum (ECS) gewesen (IVP-1-Originalmethode: 5%; 
IVP-2: 10%). Daher wurde in dem der eigenen Arbeit zugrunde liegenden 
Experiment in beiden IVP-Protokollen einheitlich ein ECS-Zusatz zum IVC-Medium 
von 10% verwendet. Als Schwerpunkt der eigenen Arbeit innerhalb dieses Projektes 
war geplant, die Expression des IGF-Systems in den Plazentomen der Versuchstiere 
zu charakterisieren und auf Zusammenhänge zwischen den erhaltenen 
Expressionsdaten und dem fetalen Überwuchs zu untersuchen, wobei ein deutlicher 
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Gruppenunterschied hinsichtlich des Auftretens eines fetalen Überwuchses, wie in 
den vorangegangen Untersuchungen beobachtet (Hiendleder et al., 2006), erwartet 
wurde. Das IGF-System war im Rahmen dieser Untersuchung von besonderem 
Interesse, da es allgemein eine wichtige Rolle in der Regulation von Wachstum und 
Differenzierung spielt und einige seiner Komponten als imprinted genes identifiziert 
wurden (Ferguson-Smith et al., 2001; Fowden, 2003). In früheren Untersuchungen 
zur Ätiologie und Pathogenese des LOS waren Hinweise darauf erhalten worden, 
dass epigenetische Störungen der Expression vor allem von imprinted genes hier 
eine wichtige Rolle spielen (DeChaira et al., 1990, 1991; Ferguson-Smith und Surani, 
2001; Hiendleder et al., 2004a, 2004b). 
Überraschenderweise traten in dem den eigenen Untersuchungen zugrunde 
liegenden Tierexperiment in beiden Gruppen fetaler Überwuchs in gleichem Ausmaß 
auf. Hinsichtlich der erfassten phänotypischen fetalen Parameter ergaben sich 
keinerlei signifikante Gruppenunterschiede. Dies lässt den Rückschluss zu, dass die 
Ursache des in den vorangegangenen Untersuchungen zwischen der IVP-1-
Originalmethode und dem IVP-2-Protokoll aufgetretenen ausgeprägten Unterschieds 
eher in der ECS-Supplementierung des IVC-Mediums als im Gonadotropinzusatz 
zum IVM-Medium zu suchen ist. Im Gegensatz zum relativ definierten 
Gonadotropinzusatz des IVM-Mediums handelt es sich bei ECS um ein komplexes 
Gemisch, dessen im Rahmen der IVP von Rinderembryonen essenziellen bzw. 
wirksamen Komponenten bisher noch kaum identifiziert wurden. Die 
Supplementierung des IVC-Mediums mit Serum war bereits früher als Ursache für 
das Auftreten des LOS bei Schafen und Rindern diskutiert worden. Sie ist aber 
offensichtlich nicht die einzige Ursache für das LOS bei Trächtigkeiten aus IVP, da 
Wachstumsstörungen von Fetus und Plazenta auch nach Embryokultur ohne 
Serumzusatz auftraten (Übersicht bei Miles et al., 2005).  
Nachdem sich die ursprüngliche Hypothese als falsch erwiesen hatte, wurde 
zur Identifizierung und Charakterisierung LOS-assoziierter Plazentaaberrationen eine 
LOS-negative Kontrollgruppe mittels Embryotransfer nach Superovulation (MOET) 
erzeugt. Hierbei wurde darauf geachtet, die Versuchsbedingungen zwischen der 
MOET-Gruppe und den beiden IVP-Gruppen soweit wie möglich identisch zu 
gestalten, um die nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit der eigenen 
Fragestellung stehende Variabilität der Ergebnisse zu minimieren. Dies betraf 
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insbesondere den genetischen Hintergrund der Keimzellspender und der 
Empfängertiere. 
Die mittels MOET erzeugten Kontrollfeten unterschieden sich in allen 
erfassten phänotypischen Merkmalen hochsignifikant von den IVP-Feten. Sie wiesen 
eine geringere Scheitel-Steiß-Länge (SSL) auf, waren leichter, besaßen einen 
geringeren maximalen Brustumfang (BU) und einen höheren Quotienten BU/SSL. 
Der Quotient BU/SSL wird zur Erfassung der beim LOS-Phänotyp auftretenden 
Veränderungen der Körperproportionen verwendet (Hiendleder et al., 2004a, 2004b, 
2006). 
Um die Wahrscheinlichkeit einer intakten Gravidität nach der Übertragung von 
IVP-Embryonen zu erhöhen, wurden pro Empfängertier stets zwei Embryonen 
übertragen. Da in vielen Fällen hieraus Zwillingsgraviditäten resultieren, wurde als 
Zeitpunkt der Schlachtung der 80. Graviditätstag gewählt, da in vorangegangenen 
Untersuchungen zu dieser Trächtigkeitsphase noch kein offensichtlicher Einfluss 
einer Einlings- bzw. Zwillingsgravidität auf Größe und Gewicht der Feten festgestellt 
werden konnte, das Auftreten eines fetalen Überwuchses jedoch bereits deutlich zu 
erkennen war (Hiendleder, persönliche Mitteilung). In der vorliegenden Studie traten 
jedoch signifikante Unterschiede zwischen Feten aus Einlings- bzw. 
Zwillingsgraviditäten hinsichtlich der fetalen Parameter SSL, maximaler BU und 
Gewicht auf, wobei diese Unterschiede vor allem in den IVP-Gruppen deutlich 
ausgeprägt waren. Da jedoch Zwillingsgraviditäten in allen Versuchgruppen mit 
vergleichbarer Häufigkeit vorkamen, ist eine Beeinträchtigung der Aussagefähigkeit 
des Experiments hinsichtlich des fetalen und plazentaren Wachstums nicht 
anzunehmen. 
Bezüglich der eigenen Ergebnisse wäre es wünschenswert gewesen, die 
erhaltenen Messeergbnisse auf Beziehungen zu phänotypischen Daten der Plazenta 
zu untersuchen. Da jedoch parallel zu den eigenen Probenentnahmen 
Gefäßausguss-Präparate von Plazentomen zur Untersuchung der Gefäßarchitektur 
hergestellt wurden, konnte aus versuchstechnischen Gründen das Gesamtgewicht 
bzw. eine Gewichtsverteilung der Plazentome nicht mit der notwendigen Genauigkeit 
bestimmt werden. Weiterhin war bei Zwillingsgraviditäten aus organisatorischen und 
Zeitgründen eine Zuordnung der entnommenen Plazentome zu den einzelnen Feten 
nicht möglich. 
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5.3.2.2. Expression von Komponenten des IGF-Systems in Rinderplazentomen 
aus MOET und IVP auf mRNA-Ebene 
Die Messung der relativen mRNA-Expression ergab für einen Teil der 
erfassten IGF-System-Komponenten statistisch signifikante (IGF2, IGFBP-1 bis -3) 
bzw. auffällige (IGFBP-4) Gruppenunterschiede, wobei für IGFBP-2 bis -4 die 
Expression in den IVP-Gruppen niedriger (IGFBP-2 und -3) bzw. höher (IGFBP-4) 
war als in der MOET-Gruppen. Dagegen war für IGF2 die Expression höher in der 
IVP-2-Gruppe als in der IVP-1- bzw. MOET-Gruppe, während sich für IGFBP-1 der 
Unterschied zwischen IVP-1 und IVP-2 als signifikant erwies. Weiterhin fanden sich 
signifikante (IGFBP-2 bis -4 und -6) bzw. statistisch auffällige (IGF1-R) Korrelationen 
zwischen der mRNA-Expression in den Plazentomen und phänotypischen Daten der 
Feten. Keinerlei statistisch signifikante oder auffällige Gruppenunterschiede oder 
Korrelationen fanden sich für IGF1, IGF2-R, IGFBP-5 und IGFBP-7. 
 
Für IGFBP-2 und -3 wurden in beiden IVP-Gruppen signifikant niedrigere (p < 
0,001 bzw. p = 0,003) mRNA-Expressionen gemessen als in der MOET-Gruppe. 
Korrelationsanalysen zeigten, dass für diese beiden IGFBP die mRNA-Konzentration 
in den Plazentomen negativ mit der fetalen Scheitel-Steiß-Länge (SSL), dem 
maximalen Brustumfang (BU) und dem Gewicht sowie positiv mit dem Verhältnis 
BU/SSL korrelierten. Dies spricht dafür, dass im eigenen Modell IGFBP-2 und -3 eine 
Rolle in der LOS-Pathogenese spielen könnten. Der Zusammenhang mit dem fetalen 
Überwuchs könnte darin bestehen, das eine verringerte Expression dieser IGFBP zu 
einer erhöhten Verfügbarkeit von IGF1 und IGF2 führen. Hierdurch könnte das fetale 
Wachstum indirekt über eine Vergrößerung und/oder Funktionssteigerung der 
Plazenta stimuliert werden, oder der fetale Überwuchs aus einem vermehrten 
Übertritt der IGFs aus der Plazenta in die fetale Zirkulation resultieren. In 
Übereinstimmung mit den eigenen Befunden fanden Li et al. (2007) bei Kälbern aus 
SCNT-Graviditäten mit LOS eine signifikant niedrigere IGFBP-2-Expression in der 
Niere sowie eine tendenziell niedrigere Expression in anderen Organen mit 
Ausnahme des Gehirns. Im Einklang dazu stehen ebenfalls Befunde aus 
Untersuchungen an transgenen Mäusen mit einer gesteigerten IGFBP-2-Expression, 
nach denen eine erhöhte IGFBP-2-Expression zu einer signifikanten Erniedrigung 
von Körper- und Organgewichten führt (Hoeflich et al., 1999, 2006). Weiterhin wurde 
bei Schweinefeten mit einer Wachstumsretardation eine signifikant höhere IGFBP-2-
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mRNA-Expression im Musculus longissimus dorsi gefunden (Tilley et al., 2007). 
Ravelich et al. (2004) fanden in Plazentomen aus SCNT-Trächtigkeiten am 50. und 
100. Trächtigkeitstag immunhistochemisch eine erhöhte IGFBP-2-Expression im 
Vergleich zu Plazentomen aus AI- bzw. IVP-Trächtigkeiten, wobei über die 
Entwicklung und das Auftreten von Anomalien bei den zugehörigen Feten keine 
Angaben gemacht wurden. 
Auch für IGFBP-3 wurde bei Kälbern aus SCNT mit LOS eine niedrigere 
mRNA-Expression in der Niere gefunden (Li et al., 2007). Entsprechend wurde auch 
bei Ratten ein Zusammenhang zwischen erhöhten maternalen IGFBP-3-
Plasmakonzentrationen und einer Wachstumsrestriktion von Fetus und Plazenta 
beschrieben (Turgut et al., 2006), und bei wachstumsgehemmten Schweinefeten 
wurde eine erhöhte IGFBP-3-mRNA-Expression im Musculus longissimus dorsi 
gemessen (Tilly et al., 2007). Transgene-IGFBP-3-Mäuse mit erhöhter IGFBP-3-
Expression zeigten reduzierte Geburts- und Körpergewichte verbunden mit einer  
relativen Organomegalie von Herz, Lunge sowie Milz und hatten zusätzlich eine 
gestörte Glucosetoleranz (Silha und Murphy, 2002). In den vergleichenden 
Untersuchungen von Ravelich et al. (2004) an Plazentomen aus AI-, IVP- und SCNT-
Graviditäten wurde am 50., 100. und 150. Trächtigkeitstag auch für IGFBP-3 eine 
erhöhte Expression in SCNT-Plazentomen festgestellt. 
Während IGFBP-2 und -3 in den IVP-Gruppen eine niedrigere Expression im 
Vergleich zur MOET-Gruppe zeigten, ergab sich für IGFBP-4 tendenziell ein 
umgekehrter Zusammenhang (p = 0,062). Falls IGFBP-4 tatsächlich eine Bedeutung 
im Rahmen des LOS haben sollte, wäre sie nach den eigenen Ergebnissen nicht 
über einen einfachen Antagonismus zu den IGFs zu erklären. Hier müssten eine 
Wirkungssteigerung nach IGF-Bindung bzw. IGF-unabhängige Wirkungen in Betracht 
gezogen werden. Daten zur IGFBP-4-Expression in der Plazenta des Rindes oder 
anderer Spezies sind derzeit in der Literatur nicht zu finden. Li et al. (2007) fanden 
bei SCNT-Kälbern mit LOS-Symptomatik im Vergleich zu einer AI-Kontrollgruppe 
eine niedrigere Expression in Lunge, Leber und Niere. Im Gehirn war die Expression 
dagegen erhöht. Demnach ist der Einfluss des SCNT auf die fetale Expression 
dieses IGFBPs organabhängig. 
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Gemäß der ursprünglichen Hypothese, dass die unterschiedliche 
Supplementierungen des IVM-Mediums mit Gonadotropinen zu einer 
unterschiedlichen Expression wachstums- und differenzierungsrelevanter Gene im 
Konzeptus führt, ergaben sich signifikante Unterschiede in der IGF2- und IGFBP-1-
mRNA-Expression zwischen den Plazentomen aus der IVP-1- und IVP-2-Gruppe, 
wobei die Expression in der IVP-2-Gruppe jeweils höher war als in der IVP-1-Gruppe. 
Hinsichtlich des Phänotyps war allerdings zwischen beiden Versuchgruppen keinerlei 
Unterschied festzustellen. Falls der in der statistischen Auswertung gefundene 
Unterschied nicht rein zufallsbedingt war, könnte der fehlende Unterschied im 
Phänotyp dadurch erklärt werden, dass die Expressionsunterschiede auf mRNA-
Ebene nicht zu einer entsprechenden unterschiedlichen Expression auf Proteinebene 
geführt hat. Weiterhin sind für die Regulation der biologischen Aktivität von IGF2 und 
IGFBP-1 möglicherweise auch andere Mechanismen bedeutsamer als relativ geringe 
Schwankungen in der Syntheserate (Kap. 2.2.3.). Vergleichende Untersuchungen 
zur IGF2-mRNA-Expression in Rinderplazentomen von SCNT-, IVP- und AI-Feten 
wurden von Moore et al. (2007) durchgeführt. Erstaunlicherweise fanden sie in 
Plazentomen aus AI-Graviditäten eine signifikant höhere IGF2-mRNA-Expression als 
in den beiden anderen Gruppen. Ravelich et al. (2004) fanden am 50., 100. und 150. 
Trächtigkeitstag immunhistochemisch keinen Unterschied in der IGFBP-1-Expression 
zwischen Plazentomen aus AI, IVP und SCNT. Auch bei SCNT-Kälbern, welche 
innerhalb von 48 Stunden postpartal verstarben, wurde in keinem der untersuchten 
Organe ein Unterschied zur Kontrolle aus AI gefunden (Li et al., 2007). 
Innerhalb des IGF-Systems nimmt der IGF1-R eine zentrale Position ein, da er 
sowohl die Effekte von IGF1 als auch von IGF2 vermittelt. Im Mäusefetus erzeugten 
IGF1-R-Deletionen eine deutliche fetale Wachstumsretardierung, so dass er nur etwa 
45% seiner normalen Größe erreicht (Baker et al., 1993). Auch beim Menschen ist 
eine intrauterine Wachstumsretardierung im Zusammenhang mit einer erniedrigten 
IGF1-R-Expression bekannt (Laviaola et al., 2004). In den eigenen Untersuchungen 
war zwar die Korrelation der IGF1-R-mRNA-Konzentration zum Quotienten BU/SSL 
statistisch auffällig (p = 0,065), es ergaben sich jedoch keine signifikanten 
Gruppenunterschiede sowie Korrelationen der relativen IGF1-R-mRNA-Expression 
zu Größe und Gewicht des Fetus. Auch bei vergleichenden Untersuchungen zur 
IGF1-R-Expression an Rinderfeten aus SCNT, IVP und AI ergaben sich keine 
Gruppenunterschiede (Moore et al., 2007). Dies lässt erkennen, dass die Expression 
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des IGF1-R-Gens, welches kein imprinted gene ist, unempfindlich gegen 
Manipulationen im Rahmen biotechnologischer Verfahren ist. 
Für IGFBP-6 wurden keine Gruppenunterschiede, jedoch eine signifikante 
negative Korrelation zwischen der mRNA-Expression in den Plazentomen und dem 
fetalen BU/SSL-Quotienten gefunden. Die Bedeutung dieses Befundes ist unklar. 
Über die Expression von IGFBP-6 in der Plazenta des Rindes oder anderer Spezies 
sowie über eine eventuelle Bedeutung in der Pathogenese des LOS liegen derzeit 
keine Informationen vor. 
 
 
5.4.  Schlussfolgerungen 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals an einem einheitlichen 
Probenmaterial die Expression des kompletten IGF-Systems in Rinderplazentomen 
auf mRNA-Ebene untersucht. Im gleichen Material erfolgte auch die 
Charakterisierung der Lokalisation von IGF1-, IGF2-, IGF1-R- und IGF2-R-Proteinen 
als wichtigsten Komponenten dieses Wachstumsfaktoren-Systems. Die Ergebnisse 
der immunhistochemischen Untersuchungen deuten auf das fetale und maternale 
Gefäßsystem als Hauptwirkungsort des IGF-Systems in den Plazentomen hin. Die 
teilweise signifikanten Expressionsunterschiede im Graviditätsverlauf deuten darauf 
hin, dass das IGF-System eine aktive regulatorische Rolle in der Steuerung von 
Entwicklung und/oder Funktionen der Plazentome spielt. 
Es wurden zwischen den IVP- und MOET-Gruppen statistisch signifikante 
Unterschiede in der Expression von IGFBP-2 und -3 in den Plazentomen auf mRNA-
Ebene gefunden. Offensichtlich beeinflussen die Kulturbedingungen oder die 
Manipulationen an den Embryonen im Rahmen der in vitro-Produktion die plazentare 
Expression dieser Gene. Ein kritischer Parameter ist offensichtlich der Serumzusatz 
zum IVC-Medium. Ein Zusammenhang zwischen der in den IVP-Plazentomen 
festgestellten erniedrigten IGFBP-2- und -3-mRNA-Expression und dem fetalen 
Überwuchs könnten darin bestehen, dass es hierdurch zu einer erhöhten 
Verfügbarkeit von IGF1 und IGF2 in den Plazentomen kommt. Die Stimulation des 
fetalen Wachstums könnte direkt durch einen Übertritt dieser Wachstumsfaktoren in 
den fetalen Kreislauf oder indirekt über eine Erhöhung der plazentaren 
Stoffwechselfunktion erfolgen.  
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6. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die Anwendung von biotechnischen Verfahren in der Rinderproduktion, wie 
z.B. die in vitro-Produktion (IVP) von Embryonen und das somatische Klonen kann 
zu einem breiten Spektrum embryonaler bzw. fetaler Entwicklungsstörungen führen. 
Da als besonders auffällige Komponente dieses Syndroms ein ausgeprägter fetaler 
Überwuchs auftreten kann, werden beim Rind die Biotechnologie-assoziierten 
Veränderungen allgemein als Large Offspring Syndrome (LOS) bezeichnet. Als 
weiterer Bestandteil des LOS wurden auch Abnormalitäten im Bereich der Plazenta 
beobachtet. Die Pathogenese des LOS ist nicht genau geklärt, offensichtlich spielen 
Störungen epigenetischer Mechanismen in der frühen embryonalen Phase eine 
bedeutende Rolle. Das Hauptinteresse der Forschung zum LOS lag bisher primär auf 
den Veränderungen am Embryo bzw. im Bereich des eigentlichen Fetus. Obwohl die 
Plazenta eine Quelle zahlreicher Wachstumsfaktoren darstellt und aufgrund der 
Stoffwechselfunktion eine essentielle Rolle für das fetale Wachstum spielt, lagen 
bisher Untersuchungen zu LOS-assoziierten plazentaren Veränderungen und deren 
Bedeutung für den fetalen Überwuchs nur in vergleichsweise geringer Anzahl vor. 
Schwerpunkt der eigenen Untersuchungen war es daher, die Expression des 
Insulin-like Growth Factor (IGF)-Systems in Plazentomen aus LOS-Graviditäten und 
Plazentomen aus Trächtigkeiten mit normaler fetaler Entwicklung zu vergleichen. 
Das IGF-System wurde als Untersuchungsgegenstand ausgewählt, da diesem 
allgemein eine bedeutende Rolle in der Regulation von Wachstum und 
Differenzierung zugesprochen wird. Da zur Expression und zur Bedeutung des IGF-
Systems in den Rinderplazentomen bisher nur sehr vereinzelte, punktuelle 
Beobachtungen vorlagen, wurde weiterhin dessen Expression im Verlauf der 
normalen Gravidität charakterisiert.  
 
Untersuchungen zum Vorkommen und zur Bedeutung des IGF-Systems 
in Plazentomen des Rindes: 
Mittels konventioneller RT-PCR und Real-Time RT-PCR wurde in den 
Plazentomen die mRNA-Expression von IGF1, IGF2, der IGF-Rezeptoren (IGF1-R 
und IGF2-R) und der IGF-Bindungsproteine (IGFBP-1 bis -7) vom 50. 
Trächtigkeitstag bis zur Geburt erfasst. Für IGF1, IGF2, IGF1-R (α- und ß-
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Untereinheit) sowie IGF2-R wurde zusätzlich die Expression mittels 
Immunhistochemie auf zellulärer Ebene charakterisiert. 
- auf mRNA-Ebene war die Expression aller untersuchten IGF-System-
Mitglieder in allen untersuchten Plazentomen nachweisbar 
- IGF1 zeigt die höchste Expression im ersten Trimester und wird hauptsächlich 
in der Karunkel exprimiert 
- die IGF2-Expression wurde vornehmlich in der Kotyledone nachgewiesen; 
dort steigt sie im Verlauf der Gravidität bis zur Geburt an 
- IGF1-R wird annähernd gleichmäßig in der Kotyledone und der Karunkel 
exprimiert, während die Expression des IGF2-R im maternalen Anteil der 
Plazentome deutlich stärker ist als im fetalen 
- von den IGFBPs werden IGFBP-1 bis -4, -6 und-7 vornehmlich in der Karunkel 
exprimiert, nur für IGFBP-5 wurde in den Kotyledonen eine deutlich höhere 
Expression gefunden als in den Karunkeln  
- Für IGF1, IGF2, IGF1-R sowie für die IGFBP-1, -2 und -6 ergab die 
statistische Auswertung einen signifikanten Einfluss des Trächtigkeitsstadiums 
auf die Expression in Gesamtplazentomen 
- auf Proteinebene waren IGF1, IGF2, IGF1-R und IGF2-R vor allem 
gefäßassoziiert nachweisbar 
Die Tatsache, dass für einen erheblichen Anteil der untersuchten Mitglieder 
des IGF-Systems deutliche Veränderungen der Expression im Verlauf der Gravidität 
festgestellt werden konnten, spricht dafür, dass diese Faktoren eine über eine rein 
permissive Funktion hinausgehende, aktive regulatorische Rolle spielen. Der 
vornehmlich gefäßassoziierte Nachweis von IGF1 und IGF2 sowie von IGF1-R und 
IGF2-R lässt erkennen, dass das IGF-System in den Plazentomen besonders für die 
Steuerung der Angiogenese und/oder in der Regulation von Gefäßfunktionen eine 
bedeutende Rolle spielt. 
 
Untersuchungen zu Alterationen in der plazentaren Expression des IGF-
Systems im Rahmen des LOS nach IVP: 
 Für die Untersuchungen zur Bedeutung des IGF-Systems im Rahmen LOS-
assoziierter Plazentaveränderungen standen Plazentome aus Trächtigkeiten zur 
Verfügung, welche nach zwei unterschiedlichen Protokollen der in vitro-Produktion 
(IVP-1, n = 5; IVP-2, n = 6) erzeugt wurden. Die beiden IVP-Protokolle unterschieden 
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sich in der Gonadotropin-Supplementierung des Mediums für die in vitro-
Oozytenmaturation. Als Kontrolle dienten Plazentome aus 5 Trächtigkeiten, welche 
durch Embryotransfer nach Superovulation (MOET) erzeugt wurden. Die 
Probenentnahmen erfolgten am 80. Trächtigkeitstag. Die Feten aus beiden IVP-
Protokollen waren signifikant größer und schwerer als die MOET-Kontrollfeten 
(Scheitel-Steiß-Länge (SSL): IVP-1: 14,2 ± 0,8 cm, IVP-2: 14,2 ± 0,9 cm, MOET: 10,9 
± 0,2 cm; maximaler Brustumfang (BU): IVP-1: 9,8 ± 0,7 cm, IVP-2: 9,8 ± 0,6 cm, 
MOET: 8,7 ± 0,4; Gewicht: IVP-1: 95,3 ± 14,1 g, IVP-2: 95,6 ± 17,1 g, MOET: 65,9 ± 
6,4; Quotient BU/SSL: IVP-1: 0,69 ± 0,01, IVP-2: 0,69 ± 0,02, MOET: 0,80 ± 0,03). 
Das Probenmaterial sowie die Daten zu Größe und Gewicht der zugehörigen Feten 
wurden von Herrn Prof. Dr. S. Hiendleder (vormals Institut für Molekulare Tierzucht 
und Biotechnologie der Ludwig-Maximilian-Universität München) zur Verfügung 
gestellt. Die tierexperimentellen Arbeiten wurden an der Bayerischen Landesanstalt 
für Landwirtschaft, Grub unter der Leitung von Herrn Dr. H.D. Reichenbach 
durchgeführt. Die Messung der relativen Genexpression (RGE; Ergebnisdarstellung 
als geometrischer Mittelwert x Streufaktor±1) erfolgte auf mRNA-Ebene mittels Real-
Time RT-PCR (Taqman-Sonden Methode). 
- von den untersuchten Parametern wurden IGFBP-2 und -3 in den 
Plazentomen aus beiden IVP-Gruppen signifikant niedriger exprimiert als in 
der MOET-Kontrollgruppe (IGFBP-2: IVP-1: 4,1 x 2,3±1, IVP-2: 6,1 x 1,6±1, 
MOET: 14,4 x 1,3±1, p < 0,001; IGFBP-3: IVP-1: 7,7 x 1,4±1, IVP-2: 8,3 x 1,3±1, 
MOET: 12,9 x 1,1±1, p = 0.003)  
- in den Plazentomen der IVP2-Gruppe war die Expression von IGF2 und 
IGFBP1 höher als in der IVP1-Gruppe (IGF2: IVP-1 = 6,6 x 1,4±1, IVP-2 = 12,2 
x 1,1±1, p < 0,01; IGFBP-1: IVP-1 = 0,9 x 2,0±1, IVP-2 = 2,4 x 1,2±1, p < 0,05)  
- unter Einbeziehung der Daten aus allen Versuchsgruppen wurden folgende 
signifikante Korrelationen zwischen der Genexpression in den Plazentomen 
und phänotypischen Parametern der Feten (SSL = Scheitel-Steiß-Länge; BU 
= maximaler Brustumfang, G = fetales Gewicht) ermittelt: IGFBP-2/SSL (p = 
0,002, R = -0,715), IGFBP-2/BU (p = 0,023, R = -0,565), IGFBP-2/G (p = 
0,020, R = -0,574) IGFBP-2/Quotient BU/SSL (p = 0,001, R = 0,740); IGFBP-
3/SSL (p < 0,001, R = -0,801), IGFBP-3/BU (p = 0,003, R = -0,700), IGFBP-
3/G (p = 0,001, R = -0,729) und IGFBP-3/ Quotient BU/SSL (p = 0,002, R = 
0,710) 
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 Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass es durch die im Rahmen der IVP 
durchgeführten Manipulationen an Eizellen oder Embryonen zu einer Erniedrigung 
der IGFBP-2- und -3-mRNA-Expression in den Plazentomen kommt. Ein 
Zusammenhang zum fetalen Überwuchs könnte in einer verstärkten Verfügbarkeit 
von biologisch aktiven IGFs bestehen. Eine Beeinflussung des fetalen Wachstums 
könnte direkt über einen vermehrten Übertritt von IGFs in den fetalen Kreislauf oder 
indirekt über eine erhöhte Kapazität von Plazentafunktionen erfolgen. Zwischen den 
beiden IVP-Gruppen ergaben sich signifikante Unterschiede in der plazentaren 
Expression von IGF2 und IGFBP1, jedoch nicht bezüglich der an den Feten 
erfassten phänotypischen Merkmale. Mögliche Erklärungen hierfür sind fehlende 
entsprechende Expressionsunterschiede auf Proteinebene oder Kompensation 
möglicher Effekte durch andere Regelmechanismen. Die Ergebnisse deuten auf eine 
Bedeutung der plazentaren IGFBP-2- und -3-Expression für das fetale Wachstum 
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7. SUMMARY 
 
In cattle an increased incidence of various developmental abnormalities has 
been observed after the use of assisted reproductive techniques (ART) such as in 
vitro embryo production (IVP) or somatic cell nuclear transfer. As a striking fetal 
overgrowth may occur as a component of the syndrome, it was named Large 
Offspring Syndrome (LOS). The pathogenesis of LOS is still widely unclear. 
However, it is obvious that the disturbance of the epigenetic reprogramming of the 
genome during early embryonic development plays an important role. Despite the 
outstanding importance of the placenta for fetal growth and development, research 
on the aetiology and pathogenesis of LOS so far mainly focused on the blastocyst, 
embryo or fetus, whereas only a limited number of studies addressed to placental 
alterations which may also be affected by developmental abnormalities after the use 
of ART. Thus, the primary aim of this study was to compare the expression of the 
insulin-like growth factor (IGF) system in bovine placentomes from normal and LOS 
pregnancies. The IGF system was chosen as a subject of the study due to its 
significant role in the control of growth and differentiation. Additionally, the expression 
of IGF system members was monitored in bovine placentomes during normal 
gestation and at parturition, as only sparse and punctual information was so far 
available. 
 
Investigations on the occurrence and role of IGF system members in 
bovine placentomes during normal gestation and at parturition 
Expression of mRNA specific for IGF1, IGF2, IGF receptors (IGF1-R and 
IGF2-R) and IGF binding proteins (IGFBP) 1-7) was monitored by conventional RT-
PCR and real-time RT-PCR in bovine placentomes covering the period from day 50 
to parturition. Additionally IGF1, IGF2, IGF1-R (α- and ß-subunit) and IGF2-R were 
immunolocalized and their gestational expression patterns were recorded on the 
protein level by semiquantitative evaluation of immunostaining. 
- mRNA expression of all IGF system members was found in all analysed 
placentomes 
- IGF1 shows the highest expression in the first trimester and is primarily 
expressed in the caruncles 
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- IGF2 expression is mainly found in the cotyledons; IGF2-mRNA levels 
increase during gestation 
- IGF1-R-mRNA is expessed at similar levels in cotyledons and caruncles, 
whereas IGF2-R-mRNA expression is clearly higher in the maternal compared 
to the fetal part of the placentome  
- for IGF1, IGF2, IGF1-R as well as IGFBP-1, -2 and -6 a significant effect of 
gestational age on mRNA expression in bovine placentomes was found 
- in bovine placentomes immunosignals for IGF1, IGF2, IGF1-R and IGF2-R 
were primarily observed in the vascular system throughout gestation 
The fact that for a substantial proportion of IGF system members significant 
changes of mRNA-levels occurred during gestation and at parturtion suggests that 
they are not only permissive factors but may play active roles in the regulation of 
placental growth and differentiation. The immunolocalization of IGF1, IGF2, IGF1-R 
and IGF2-R primarily in the walls of capillaries and blood vessels points to an 
important role of the IGF system in bovine placentomes for the control of 
angiogenesis and/or regulation of vascular functions. 
 
Investigations on alterations of IGF system expression in bovine 
placentomes from LOS pregnancies after IVP: 
 To investigate the role of the IGF system in the pathogenesis of LOS 
associated placental alterations, mRNA-levels for IGF1, IGF2, IGF1-R, IGF2-R and 
IGFBP1-7 were compared between bovine placentomes from LOS pregnancies and 
normal pregnancies. LOS pregnancies were generated by two similar IVP protocols 
(IVP-1, n = 5; IVP-2, n = 6) differing in the gonadotropin supplementation of the 
medium used for in vitro maturation of oocytes. Five control pregnancies were 
obtained by conventional embryo transfer after superovulation (MOET). Placentomes 
were collected on day 80 of gestation. IVP-fetuses were significantly longer and 
heavier than MOET fetuses (fetal crown rump length (CRL): IVP-1: 14.2 ± 0.8 cm, 
IVP-2: 14.2 ± 0.9 cm, MOET: 10.9 ± 0.2 cm; fetal weight: IVP-1: 95.3 ± 14.1 g, IVP-2: 
95.6 ± 17.1 g, MOET: 65.9 ± 6.4). Moreover, they exhibited a significantly wider 
maximal thoracic circumference (TC: IVP-1: 9.8 ± 0.7 cm, IVP-2: 9.8 ± 0.6 cm, MOET 
= 8.7 ± 0.4) and a significanly lower TC/CRL ratio (IVP-1: 0.69 ± 0.01, IVP-2: 0.69 ± 
0.02, MOET = 0.80 ± 0.03). Placentomal tissue and data on fetal weight and 
dimensions were provided by Prof. Dr. S. Hiendleder (formerly Institute of Molecular 
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Animal Breeding and Biotechnology, Gene Center of the Ludwig-Maximilian 
University, Munich, Germany). The animal experiments were carried out at the 
Bavarian Research Station for Animal Breeding, Grub, Germany under the 
supervision of Dr. H.D. Reichenbach. Real time RT-PCR (Taqman method) was 
applied for the measurement of relative gene expression, and results are presented 
as geometric mean x dispersion factor±1. 
- in placentomes of both IVP groups IGFBP-2 and -3 were significantly lower 
expressed than in controls (IGFBP-2: IVP-1: 4.1 x 2.3±1, IVP-2: 6.1 x 1.6±1, 
MOET: 14.4 x 1.3±1, p < 0.001; IGFBP-3: IVP-1: 7.7 x 1.4±1, IVP-2: 8.3 x 1.3±1, 
MOET: 12.9 x 1.1±1, p = 0.003) 
- placentomes from IVP-2 pregnancies showed significant higher expression 
levels of IGF2 and IGFBP-1 than placentomes from IVP-1 pregnancies (IGF2: 
IVP-1: 6.6 x 1.4±1, IVP-2: 12.2 x 1.1±1, p < 0.01; IGFBP-1: IVP-1: 0.9 x 2.0±1, 
IVP-2: 2.4 x 1.2±1, p < 0.05) 
- pooling data from all experimental groups, the following significant correlations 
were detected between gene expression in placentomes and parameters on 
fetal size and weight, respectively (CRL = crown rump length; TC = maximal 
thoracic circumference; FW = fetal weight): IGFBP-2/CRL (p = 0.002, R = -
0.715), IGFBP-2/TC (p = 0.023, R = -0.565), IGFBP-2/FW (p = 0.020, R = -
0.574), IGFBP-2/ratio TC/CRL (p = 0.001, R = 0.740); IGFBP-3/CRL (p < 
0.001, R = -0.801), IGFBP-3/TC (p = 0.003, R = -0.700), IGFBP-3/FW (p = 
0.001, R = -0.729), IGFBP-3/ratio TC/CRL (p = 0.002, R = 0.710) 
 These results suggest that the manipulations of oocytes or embryos by the 
IVP procedures applied lead to a decrease of IGFBP-2 and -3 mRNA expressions in 
bovine placentomes, possibly resulting in an increased availability of biologically 
active IGFs. The stimulation of fetal overgrowth by placental IGF may occur directly 
by a leakage into the fetal circulation or indirectly by an increase in placental 
functional capacity. The fact the differences in placental IGF2- and IGFBP1-mRNA 
expression between the IVP groups were not associated with differences in 
phenotypic parameters may be explained by a lack of corresponding differences on 
the protein level or by compensation of differential expression by other regulatory 
mechanisms. Finally, the results point to a role of placental IGFBP-2 and -3 
expressions in the control of fetal growth and in the pathogenesis of LOS in cattle. 
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AI  künstliche Besamung 
AIR  Antisense-IGF2-R-RNA 
ANOVA analysis of variance (Varianzanalyse) 
AOS  Abnormal Offspring Syndrome 
AS  Angelman-Syndrome 
bp  basepair Æ Basenpaare 
BWS  Beckwith-Wiedeman Syndrome 
CpG-Insel DNA-Abschnitt mit > 55 % Guanin und Cytosin, Länge > 500 bp 
DMR  Differentially Methylated Region 
DNA   Desoxyribonukleinsäue 
Dnmt  DNA-Methyltransferase 
Grb10  Growth Factor Receptor bound Protein-10 
GH  Growth hormone (Wachstumshormon) 
IGF   Insulin-Like Growth Factor 
IGFBP Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 
IGFBPrP Insulin-Like Growth Factor Binding Protein-related Protein 
IGF1  Insulin-Like Growth Factor-1 
IGF2  Insulin-Like Growth Factor-2 
IGF1-R Insulin-Like Growth Factor-1-Rezeptor 
IGF2-R Insulin-Like Growth Factor-2-Rezeptor 
InsR  Insulin-Rezeptor 
IRS  immunreaktiver Score 
IUGR  Intrauterine Growth Retardation/Restriction 
IVP  in vitro-Produktion von Embryonen 
kDa  kilo Dalton 
LOS  Large Offspring Syndrome 
LPS  Large Placenta Syndrome 
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Man6P-R Mannose-6-Phosphat-Rezeptor 
Mb  Mega basepair 
MEST  Mesoderm specific Transkript 
MOET  Multiple Ovulation Embryo Transfer (konventioneller Embryotransfer) 
mRNA messenger ribonucleic acid 
mUPD maternale Uniparentale Disomie 
NRDS  Neonatal Respiratory Distress Syndrome 
P  Promoter 
PEG1  Paternally expressed Gen 1 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
pUPD  paternale Uniparentale Disomie 
PWS  Prader-Willi Syndrom 
RGD  Aminosäuren-Abfolge Arginin-Glycin-Asparaginsäure 
RGE  Relative Genexpression 
RT-PCR Reverse Transkriptions-Polymerasen Kettenreaktion 
SCNT  Somatic Cell Nucleus Transfer (somatisches Klonen) 
SRS  Silver-Russell Syndrome 
TGFß  Transforming Growth Factor beta 
TRZ  Trophoblastriesenzellen 
UPD  Uniparentale Disomie 
UTZ  uninukleäre Trophoblastzellen 
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